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I.  Teil. 

Einleitung. 

Bei  Erhitzen  vieler  Proteinlösungen  erfolgt  mit  dem  Anstieg  der 
Temperatur  eine  irreversible  Zustandsänderung,  die  sogenannte  „Hitze- 
koagulation“. ln  analoger  Weise  werden  bei  den  meisten  Eiweißkörpern, 
die  durch  aktive  physiologische  Eigenschaften  ausgezeichnet  sind  (wie 
die  Fermente,  Toxine,  Lysine,  Opsonine,  Komplemente  usw.)  diese 
Eigenschaften  durch  Erhitzen  über  eine  gewisse  Temperatur  zerstört. 

Bis  jetzt  hat  man  ganz  allgemein  die  Temperatur,  bei  der  diese 
Zustandsänderung  oder  diese  Inaktivierung  erfolgt,  als  eine  Art  physi- 
kalische Konstante  betrachtet,  die  für  das  betreffende  Protein 
charakteristisch  ist  und  nur  je  nach  den  Versuchsbedingungen  kleinen 
Aenderungen  unterworfen  ist.  Dies  ist  jedoch  eine  ganz  falsche  Be- 
trachtungsweise dieses  Gegenstandes ; die  wohlbekannte  Tatsache,  daß 
die  Zerstörung  der  aktiven  Eigenschaften  bzw.  die  Fällung  nicht 
augenblicklich  verläuft,  weist  auf  einen  zeitlichen  Vorgang  hin,  in 
welchem  die  Wärme  nur  die  Hilfsrolle  eines  beschleunigenden  Faktors 
spielt.  Diese  Ansicht  der  Eiweißkoagulation  wurde  von  J.  Duclaux 
(1893)  ausgesprochen  und  seitdem  von  L.  W.  Farn  ulen  er  und 
Th.  Ma  ds  e n ( 1908)  für  die  Inaktivierung  der  Lösungen  dreier  Antigene, 
des  Vibriolysins,  Tetanolysins  und  des  Serumhämolysins,  und  von 
Th.  Madsen  und  O.  Streng  (1909)  für  das  Agglutinin  aufgestellt. 

Wir  selbst  haben  uns  zunächst  mit  einer  Erforschung  der  Gesetze, 
welche  die  Koagulation  der  reinen  Eiweißlösungen  beherrschen,  be- 
schäftigt, weil  dieser  Vorgang  der  Anwendung  exakter  quantitativer 
Methoden  leichter  zugänglich  ist. 

Die  Tatsache,  daß  verschiedene  Eiweißkörper  mehr  oder  weniger 
durch  Erhitzen  ihrer  Lösungen  koaguliert  werden  können,  hat  sich 
für  ihre  Identifizierung  und  Differenzierung  als  sehr  nützlich  erwiesen. 
[W.  Hewson  (1772),  W.  Kühne  (1864),  L.  Frederich  (1877), 
Th.  Weyl  (1877),  W.  D.  Halliburton  (1884)]. 

Weyl  fand,  daß  die  Temperatur  der  Hitzekoagulation,  selbst 
wenn  sie  den  Charakter  einer  physikalischen  Konstante  hätte,  doch 
durch  verschiedene  Bedingungen  eine  Aenderung  erfährt.  O.  Ham- 
marsten (1897)  fand,  daß  Serumglobulin,  für  welches  die  Koagu- 
lationstemperatur von  F.  Hoppe-Seyler  auf  72  — 75°  C bestimmt 
worden  war,  je  nach  der  Schnelligkeit,  mit  der  die  Temperatur  an- 
stieg  und  je  nach  der  Konzentration  des  Proteins  und  der  Salze 
zwischen  68  0 und  80  0 koagulierte.  T.  Osborne  und  G.  F.  C a m p b e 1 1 
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(1900)  fanden  ähnliche  Differenzen  in  der  Koagulationstemperatur 
von  Eieralbumin  bei  Variation  des  Eiweiß-  und  Salzgehaltes.  Ein 
vierter  Faktor  von  sehr  großem  Einfluß  ist  der  Zusatz  von  selbst 
sehr  geringen  Mengen  von  Säure  und  Alkali.  Halliburton  (1884) 
fand  beim  Serumalbumin,  daß  durch  Neutralisation  einer  alkalischen 
Lösung  die  Koagulationstemperatur  von  80°  auf  78°  und  bei 
weiterem  Säurezusatz  sogar  auf  53°  C sinkt. 

Der  Wert  der  Koagulationstemperatur  als  Mittel  zur  Differenzierung 
verschiedener  Proteine  wurde  von  J.  B.  Haycraft  und  T.  R.  Duggan 
(1890)  einer  strengen  Kritik  unterzogen,  welche  hervorhoben,  daß 
der  Vorgang  der  Koagulation  eine  gewisse  Zeit  erfordert,  und  daß 
die  Koagulationstemperatur  ansteigt,  wenn  sich  die  Eiweißkonzentration 
vermindert.  Eine  analoge  Kritik  übte  J.  Duclaux  (1893).  Auf 
der  anderen  Seite  verteidigte  R.  T.  Hewlett  diese  Methode,  welche, 
wenn  sie  in  Hinsicht  auf  gewisse  Standardbedingungen  vervollkommnet 
und  Sorge  dafür  getragen  wird,  daß  die  oben  erwähnten  vier  Be- 
dingungen konstant  bleiben,  wichtige  Aufschlüsse  zu  erteilen  vermag. 
Es  scheint  jedoch  aus  weiter  unten  angeführten  Versuchen  hervor- 
zugehen, daß,  wie  es  schon  J.  Duclaux  behauptet  hat  (1893),  das 
Erhitzen  einer  Lösung  keine  Methode  ist,  welche  an  sich  zu  einer 
fraktionierten  Trennung  der  Eiweißkörper  führen  kann,  wenn  nicht 
der  Unterschied  in  der  Geschwindigkeit,  mit  der  die  verschiedenen 
Eiweißkörper  aus  der  Lösung  ausfallen,  sehr  beträchtlich  wäre.  Wäre 
der  Vorgang  ein  reversibler,  so  stünde  die  Sache  etwas  anders  und 
die  Methode  würde  an  Bedeutung  mit  der  der  fraktionierten  Destil- 
lation wetteifern. 

Natur  der  H i t z e k o a g u 1 a t i o n. 

Die  Koagulation  der  Proteinlösungen  ist  keine  bloße  Wirkung 
der  Temperatur.  Wasser  als  solches  oder  in  Form  von  Dampf  ist 
dabei  von  wesentlicher  Bedeutung.  Trockene  oder  nahezu  trockene 
Eiweißkörper  können  ohne  Aenderung  auf  viel  höhere  Temperaturen 
erhitzt  werden.  O.  Cohnheim  (1900,  141)  zitiert  eine  Be- 
obachtung von  A.  Michel  und  A.  Wichmann,  nach  welcher 
trockene  Albuminkristalle  auf  150°  C erhitzt  werden  können,  ohne 
daß  eine  Aenderung  erfolgt.  Weiter  können  Eiweißkörper,  die  in 
70  Proz.  Alkohol  löslich  sind,  in  dieser  Lösung  gekocht  werden, 
ohne  daß  das  Eiweiß  ausfällt;  hingegen  erfolgt  eine  Koagulation, 
wenn  diese  Lösung  mit  Wasser  verdünnt  und  auf  die  nämliche  Tem- 
peratur erwärmt  wird.  (Osborne  [1909],  21.) 


4* 


52 


KOLLOIDCHEMISCHE  BEIHEFTE  BAND  V,  HEFT  1-4 


Der  Gegensatz  zwischen  der  Hitzewirkung  auf  Eiweiß  im 
trockenen  und  nassen  Zustande  ist  eine  wohlbekannte  Tatsache.  Mit 
Ausnahme  der  obenerwähnten  Beobachtung  konnten  wir  in  der  Literatur 
keine  experimentellen  Angaben  über  diesen  Punkt  finden. 

Wir  erhitzten  daher  kristallinisches  Eieralbumin  und  Methämo- 
globin  in  einem  Luftbad  mit  einem  Oelmantel.  Das  Eiweiß  wurde 
soviel  als  möglich  durch  Quetschen  in  einer  Presse  zwischen 
Filtrierpapier  vom  Wasser  befreit;  dieses  Präparat  enthielt  noch  20  Proz. 
Wasser.  Gewogene  Mengen  von  einigen  Dezigramm  wurden  in  kleine 
Musselinsäckchen  gegeben  und  im  Luftbad,  durch  welches  ein  Luft- 
strom passierte,  erwärmt.  Wenn  nur  geringe  Mengen  verwendet 
werden,  ist  es  nicht  notwendig,  das  Eiweiß  vorher  zu  trocknen,  da, 
solange  das  restliche  Wasser  im  Verdunsten  begriffen  ist,  die  Substanz 
nicht  die  Umgebungstemperatur  annimmt.  Wir  fanden,  daß  das 
kristallinische  Eieralbumin  nach  fünfstündigem  Erhitzen  auf  120°  C 
noch  vollkommen  wasserlöslich  ist.  Bei  130°  änderte  es  sich 
langsam  und  nach  vierstündigem  Erhitzen  bei  dieser  Temperatur 
wurden  22  Proz.  des  Materials  wasserunlöslich.  Eine  ähnliche  Probe, 
die  in  einer  versiegelten  Röhre  derselben  Prozedur  unterworfen  wurde 
(so  daß  also  die  Substanz  der  Temperatur  des  Bades  bei  Gegen- 
wart von  Wasserdampf  unterworfen  wurde),  wurde  nach  wenigen 
Augenblicken  vollständig  wasserunlöslich.  Methämoglobin  blieb  bei 
vierstündigem  Erwärmen  auf  110°C  unverändert ; Versuche  bei  einer 
höheren  Temperatur  wurden  mit  diesem  Eiweißkörper  nicht  ausgeführt. 

Die  sogenannte  Hitzekoagulation  scheint  demnach  mit  einer 
Reaktion  zwischen  Eiweiß  und  Wasser  in  Verbindung  zu  stehen, 
welche  unter  geeigneten  Bedingungen  zur  Ausfällung  des  ersteren 
führt.  Wenn  dies  der  Fall  ist,  so  kann  man  nur  schwierig  sich  vor- 
stellen, daß  dies  nur  bei  oder  über  einer  gewissen  Temperatur  ein- 
treten  kann ; eine  Erklärung,  welche  mehr  in  Einklang  mit  den 
Vorstellungen  der  heutigen  Chemie  steht,  wäre  die,  daß  die  Hitze- 
koagulation eine  Reaktion  mit  hohem  Temperaturkoeffizienten  ist, 
deren  Reaktionsgeschwindigkeit  bei  verschiedenen  Eiweißkörpern  und 
verschiedenem  Salz-  und  Säuregehalt  der  Lösung  beträchtlich  variiert. 

Um  diese  Erklärung  zu  prüfen,  haben  wir  den  Vorgang  der 
Hitzekoagulation  und  den  Einfluß,  welchen  Reaktion  und  Salzgehalt 
auf  denselben  haben,  untersucht,  wobei  wir  im  allgemeinen  kristallisiertes 
Hämoglobin  und  Eieralbumin  verwendeten. 

Die  verschiedenen  Eiweißlösungen  wurden  bei  konstanter  Tem- 
peratur gehalten  und  von  Zeit  zu  Zeit  wurde  der  Eiweißrückstand  in 
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entnommenen  filtrierten  Proben  bestimmt.  Es  wurde  von  uns  recht 
gut  erkannt,  daß  wir  dabei  die  Aenderungsgeschwindigkeit  in  einer 
Reaktion  messen,  welche  zwei  verschiedene  Prozesse  umfaßt.  Wie 
W.  B.  Hardy  hervorhob  (1899),  besteht  die  Fällung  oder  Ko- 
agulation des  Eiweißes  unter  der  Einwirkung  von  heißem  Wasser  aus 
zwei  unterschiedlichen  Vorgängen : Erstens  der  Denaturierung  und 
zweitens  der  darauffolgenden  Agglutination  der  denaturierten  Teilchen. 
Dieselbe  Ansicht  wurde  später  von  Wo.  Pauli  und  H.  Handovsky 
ausgesprochen  (1908,425). 

Wir  waren  in  der  Lage,  eine  getrennte  Untersuchung  dieser  beiden 
Stadien  durchzuführen  und  zu  zeigen,  daß  die  Denaturierung  in  einer 
durch  äußere  Umstände  (wie  Temperatur,  Reaktion  und  Salzgehalt) 
beeinflußten  Reaktion  zwischen  Eiweiß  und  heißem  Wasser  besteht,  die 
ganz  analog  anderen  chemischen  Vorgängen  ist.  Auf  diese  Denaturierung 
folgt  oder  folgt  nicht,  je  nach  den  Versuchsbedingungen,  eine  Aus- 
fällung des  veränderten  Eiweißes ; auch  dieser  letztere  Vorgang  wird 
von  den  oben  erwähnten  äußeren  Bedingungen  beeinflußt,  jedoch 
in  gänzlich  verschiedener  Weise.  Es  ist  ja  seit  den  ersten  Unter- 
suchungen über  die  Hitzekoagulation  allgemein  bekannt,  daß,  wenn 
Reaktion  und  Salzgehalt  einer  Eiweißlösung  innerhalb  gewisser  Grenzen 
gehalten  werden,  keine  Ausfällung  beim  Erhitzen  dieser  Lösung  eintritt. 

Die  ersten  Versuchsreihen  über  Denaturierung  wurden  bei  Gegen- 
wart kleiner  Mengen  von  Ammonsulfat  ausgeführt,  welches  beim 
Eieralbumin  und  Hämoglobin  die  Ausfällung  des  veränderten  Eiweißes 
beschleunigt.  Die  Filtrate  der  teilweise  koagulierten  Lösungen  wiesen 
keinerlei  Zeichen  irgendwelcher  Aenderungen  auf  und  blieben  auch 
weiterhin  beim  Stehen  bei  einer  niederigeren  Temperatur  unverändert. 
Bei  diesen  Versuchsbedingungen  war  die  Zeit,  welche  die  Agglutination 
des  veränderten  Eiweißes  beanspruchte,  so  gering,  daß  für  die  Zeit- 
bestimmung" des  vollständigen  Versuches  bloß  die  Geschwindigkeit 
der  Aufeinanderwirkung  von  Wasser  und  Eiweiß  in  Betracht  kam, 
innerhalb  welcher  Grenzen  der  vollständige  Vorgang  zu  liegen  kommt. 

In  jenen  Fällen,  in  denen  die  Fällung  nicht  so  rasch  auf  die 
Denaturierung  folgt  oder  undeutlich  ist,  wie  z.  B.  bei  den  Versuchen 
mit  Eieralbumin  in  alkalischer  Lösung  (siehe  S.  76  u.  ff.)  mußte  die 
Methodik  modifiziert  werden. 
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II.  Teil. 

Der  Vorgang  der  Denaturierung  und  seine  Beeinflussung  durch 

verschiedene  Faktoren. 

1.  Denaturierung  des  Hämoglobins. 

Das  Hämoglobin  wurde  aus  Pferdeblut  hergestellt  und  nach  dem 
von  F.  N.  Schulz  (1908)  beschriebenen  Verfahren  aus  Ammonsulfat- 
lösungen auskristallisiert.  Die  Kristalle  -wurden  durch  Trocknen 
zwischen  Filtrierpapier  von  ihrer  Mutterlauge  befreit.  Zu  den  Ver- 
suchen wurde  eine  dreiprozentige,  etwas  Ammonsulfat  enthaltende 
Hämoglobinlösung  verwendet. 


Versuchsmethodik.  Die  in  diesen  und  den  folgenden  Ex- 
perimenten befolgte  Methodik  bestand  darin,  verschiedene  Lösungen 
des  reinen  Proteins  bei  konstanten,  aber  verschiedenen  Temperaturen 
zu  halten  und  nach  bestimmten  Zeitabschnitten  Proben  hiervon  zu 
entnehmen  und  die  Konzentration  des  unveränderten  Proteins  zu  be- 
stimmen. Die  Eiweißlösungen  wurden  in  eine  Proberöhre  von  zirka 
200  ccm  Inhalt  gegeben,  welche  mit  einem  Rührer,  der  aus  einer 


CHICK  UND  MARTIN,  DIE  HITZEKOAQULATION  DER  EIWEISSKÖRPER  55 


gebogenen  Glasröhre  bestand,  versehen  war.  Der  obere  Teil  des 
Rührers  führte  durch  ein  in  dem  Kork  angebrachtes  Glasrohr.  Das 
untere  Ende  dieses  röhrenartigen  Rührers  war  offen,  das  obere  ver- 
schlossen und  an  einer  Drehspindel  befestigt.  Nahe  dem  oberen  Ende 
des  Rührers  war  ein  seitliches  Rohr  eingeschmolzen,  durch  welches 
die  Entnahme  der  Proben  erfolgte.  Diese  Proberöhre  wurde  in  ein 
Wasserbad  getaucht,  in  welcher  die  Wasseroberfläche  zur  Vermeidung 
der  Verdunstung  mit  einer  halbzölligen  Schicht  von  Petroleum  bedeckt 
war.  Das  Bad  wurde  beständig  gerührt  und  vermittels  einer  Gas- 
flamme und  eines  Toluolregulators  auf  konstanter  Temperatur  erhalten. 
Die  Aenderungen  der  Temperatur  des  Bades  selbst  überschritten 
während  eines  Versuches  nicht  0,1  0 C. 

Je  nach  der  Größe  und  dem  Inhalt  der  Röhre  waren  8 bis 
10  Minuten  erforderlich,  damit  die  Lösung  die  Temperatur  des  Bades 
erreichte.  Nachdem  eine  gewisse  Zeit  zur  Erreichung  der  Temperatur 
des  Bades  verstrichen  war,  wurden  in  aufeinanderfolgenden  Zeiten 
aus  dem  Inhalt  der  Röhren  Proben  entnommen,  gekühlt,  filtriert  und 
das  in  Lösung  bleibende  Eiweiß  bestimmt. 

Die  Bestimmung  des  Eiweißgehaltes  in  den  Proben. 
Das  in  Lösung  bleibende  Eiweiß  wurde  kolorimetrisch  bestimmt,  wo- 
bei die  erste  Probe  als  Standard  genommen  und  gleich  100  gesetzt 
wurde.  Dieser  Vergleich  geschah  mit  einem  selbstverfertigten 
Apparate,  der  sich  für  diese  Zwecke  geeigneter  erwies,  als  andere  viel 
kompliziertere  Apparate,  die  wir  prüften. 

Es  wurden  drei  Eprouvetten  von  gleichem  Durchmesser  und 
gleicher  Nuance  in  der  Färbung  des  Glases  sorgfältig  ausgewählt. 
Die  drei  Röhren  wurden  in  einer  schmalen  Pappschachtel  beobachtet, 
welche  genügend  lang  war,  um  dieselben  in  eine  Reihe  zu  halten,  und 
genügend  tief,  um  sie  bequem  halten  zu  können.  An  den  längeren 
Seiten  der  Schachtel,  genau  einander  gegenüber,  wurden  zwei  vier- 
eckige Oeffnungen  ausgeschnitten,  durch  welche  die  Farbe  beobachtet 
werden  konnte,  wenn  die  Schachtel  gegen  Licht  gehalten  wurde. 
Ueber  die  an  der  beleuchteten  Seite  gelegenen  Oeffnung  wurde  ein 
Zigarettenpapier  geklebt.  Zwei  Röhren  enthielten  die  soweit  als  not- 
wendig verdünnte  Standardlösung,  während  die  dritte  ein  bekanntes 
Volum  der  zu  bestimmenden  Lösung  enthielt.  Diese  wurde  durch 
vorsichtiges  Zufließen  von  destilliertem  Wasser  aus  einer  Bürette 
so  lange  verdünnt,  bis  ihr  Farbton  nicht  von  dem  der  beiden  anderen 
Röhren,  zwischen  welchen  sie  sich  befand,  zu  unterscheiden  war. 
Dann  wurde  eine  weitere  Menge  von  Wasser  so  lange  hinzugefügt, 
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bis  ein  Farbenunterschied  wieder  bemerkt  werden  konnte.  Das 
Mittel  zwischen  den  Ablesungen,  innerhalb  welcher  noch  ein  Unter- 
schied bemerkt  werden  konnte,  wurde  als  Endpunkt  genommen. 


a)  Die  Natur  des  Prozesses; 
die  Reaktionsgeschwindigkeit  der  Denaturierung. 

Tabelle  1 


Denaturierungvon  Hämoglobin, dreiprozentigeLösung. 


Ver- 

such 

Tem- 
peratur des 
Bades 
°C 

Zeit 

in  Minuten 
j =ti) 

Konzentration  des 
Hämoglobins  (die  der 
ersten  Probe  = 100) 
= C 

log  10  C 

v log  C0— log  Cn 
h-  t„-t„ 

1 

60 

o 

II 

o 

100  = c„ 

2,000 

_ 

30 

54 

1,732 

0,0089 

90 

13,5 

1,130 

0,0097 

Mittel  0,0093 

2 

62,6 

O 

II 

o 

100 

2,000 

— 

20 

42 

1,623 

0,019 

45 

12 

1,079 

0,020 

70 

4,8 

0,681 

0,019 

Mittel  0,019 

3 

65,6 

0 = to 

100 

2,000 

— 

10 

35,5 

1,550 

0,045 

20 

11,0 

1,041 

0,048 

30 

5,0 

0,699 

0,043 

Mittel  0,045 

4 

67,6 

0 = to 

100 

2,000 

— 

3 

61,4 

1,788 

0,071 

6 

34,8 

1,542 

0,076 

9 

24,9 

1,396 

0,067 

Mittel  0,071 

5 

70,4 

0 = to 

100 

2,000 

— 

2 

52,5 

1,720 

0,14 

4 

25,3 

1,404 

0,15 

6 

14,1 

1,150 

0,14 

7,5 

7,6 

0,886 

0,15 

Mittel  0,15 

i)  Die  Zeit  wurde  von  der  Entnahme  der  ersten  Probe  an  gerechnet,  d.  h. 
von  einem  Zeitpunkte  an,  in  welchem  die  Temperatur  von  Röhre  und  Inhalt 
erfahrungsgemäß  jene  des  Bades  angenommen  hatte. 
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In  Tabelle  I sind  die  Resultate  von  fünf  Experimenten  an  einer 
Hämoglobinlösung,  die  ungefähr  3 Proz.  Eiweiß  enthielt  (was  durch 
Wägung  des  durch  Kochen  erhaltenen  Koagulums  bestimmt  wurde), 
bei  Temperaturen  von  60° — 70°  C zusammengestellt.  Die  Konzen- 
trationen des  in  Lösung  verbliebenen  Hämoglobins  sind  auf  die 
Konzentration  der  ersten  Probe,  welche  als  100  bezeichnet  wurde, 
bezogen.  Die  ersten  Proben  wurden  nach  einer  bestimmten  Zeit  ent- 
nommen, welche  nötig  war,  damit  die  Lösung  die  Temperatur  des 
Bades  annahm,  und  die  angegebenen  Zeiten  sind  von  dem  Augen- 
blicke der  Entnahme  der  ersten  Probe  gerechnet. 


Zeit  m rtlinuten 

Fig.  2 


Denaturierung  einer  dreiprozentigen  Hämoglobinlösung  bei  Temperaturen 
innerhalb  60  und  70°  C (Ausgangskonzentration  = 100).  Die  Ordinaten  ent- 
sprechen den  Logarithmen  der  Hämoglobinkonzentrationen. 


In  der  letzten  Kolonne  sind  die  Werte  für  die  Geschwindigkeits- 
konstante verzeichnet,  die  unter  der  Annahme  berechnet  worden  war, 
daß  der  Verlauf  des  Prozesses  ein  logarithmischer  ist.  Sie  stimmen 
untereinander  gut  überein  und  zeigen  so  an,  daß  die  Reaktions- 
geschwindigkeit in  jedem  Augenblicke  proportional  der  Konzentration 
des  unveränderten  Hämoglobins  ist.  Die  graphische  Darstellung 
dieses  Verhaltens  finden  wir  in  Fig.  2,  wo  die  Logarithmen  der 
Hamoglobmkonzentrationeu  als  Funktionen  der  Zeit  aufgetragen  sind, 
lese  Weise  erhalten  wir  entsprechend  den  fünf  Versuchsreihen 
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der  Tab.  I fünf  gerade  Linien.  Mit  dem  Anstieg  der  Temperatur 
werden  diese  Linien  rasch  steiler  und  der  Wert  der  Geschwindigkeits- 
konstanten in  Tab.  I wird  größer. 

Aus  den  Ergebnissen  dieser  Versuche  geht  hervor,  daß  die  bei 
der  Hitzekoagulation  einer  Hämoglobinlösung  stattfindende  Reaktion 
eine  Reaktion  „erster  Ordnung“  (monomolekulare  Reaktion)  ist. 

Unsere  Erklärung  dieser  Tatsachen  ist  folgende : Wasser  reagiert 
mit  Hämoglobin,  welche  Reaktion  in  der  Abspaltung  von  Hämatin 
und  in  der  Bildung  eines  unlöslichen  Proteins  besteht.  Da  das 
Wasser  sich  in  gewissermaßen  unendlichem  Ueberschuß  befindet,  wird 
bei  jedweder  Temperatur  die  Reaktionsgeschwindigkeit  bloß  durch  die 
Konzentration  des  übrigbleibenden  Hämoglobins  bestimmt.  Bei  ge- 
wöhnlicher Temperatur  ist  diese  Reaktion  zwischen  Wasser  und  Hämo- 
globin unmerklich,  wird  aber  bei  Erhöhung  der  Temperatur  stark  be- 
schleunigt, mit  anderen  Worten,  die  Reaktion  hat  einen  hohen  Tem- 
peraturkoeffizienten. Dieser  wurde  für  die  Denaturierung  des  Hämo- 
globins und  Eieralbumins  bestimmt,  wie  noch  später  besprochen 
werden  soll. 

Was  die  Natur  dieser  Spaltung  anlangt,  so  wissen  wir  nichts 
Näheres  darüber ; jedoch  zeigt  die  Erscheinung  einige  Analogien  mit 
der  Hydrolyse  des  Rohrzuckers. 

Die  Wirkung  der  Temperatur  auf  die  Denaturierungsgeschwindig- 
keit des  Hämoglobins  wurde  durch  Vergleich  der  Geschwindigkeits- 
konstanten bei  verschiedenen  Temperaturen  ermittelt.  Die  aus  Tab.  I 
entnommenen  Werte  sind  in  Tab.  II  verwertet,  woraus  zu  ersehen  ist, 
daß  zwischen  60  und  70°  C der  Temperaturanstig  einen  regelmäßigen 
Einfluß  auf  die  Koagulationsgeschwindigkeit  hat. 

Tabelle  II 


Der  T e m p e r a t u r k o e f f i z i e n t der  Denaturierung  des 

Hämoglobins. 


Ma- 

terial 

Tem- 
peratur 
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schwindig- 
keits- 
konstante 
= K 

log  10 
(KxlO8) 
= logk 

Mittlere  loga- 
rithmische 
Differenz  der 
Geschwindig- 
keitskonstante 
für  1°C 

Temperatur- 
koerfizient, 
mittlere  relative 
Aenderung  der 
Geschwindig- 
keitskonstante 
für  HC 

u — 

2 To  Tn  . Ko 

löge  rr 

1 o — In  *vn 

Hämo- 

globin 

70,4 
= to 

0,15 
= Ko 

2,176 
= logko 

— 

— 

— 

67,6 

0,074 

1,869 

0,109 

— 

58,700 

65,6 

0,044 

1,643 

0,111 

— 

59,410 

62,6 

0,019 

1,278 

0,115 

— 

61,030 

60 

0,0093 

0,968 

0,116 

— 

61,070 

Mittel : 0,113  1 ,30.  Mittel : 60,050 
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Diese  gehorcht  annähernd  einem  logarithmischem  Gesetze,  indem 
die  mittleren  logarithmischen  Differenzen  in  der  Geschwindigkeits- 
konstante für  einen  Temperaturanstieg  von  1 0 C,  wie  sie  aus  ver- 
schiedenen Versuchen  berechnet  wurden,  innerhalb  der  beobachteten 
Grenzen  konstant  bleiben.  Diese  Beziehung  ist  in  Fig.  3 graphisch 
dargestellt,  in  welcher  die  Logarithmen  der  Geschwindigkeitskonstanten 
als  Funktion  der  Temperatur  dargestellt  auf  einer  Geraden  zu  liegen 
kommen. 


Fig.  3 

Einfluß  der  Temperatur  auf  die  Reaktionsgeschwindigkeit  der  Hämoglobin- 
denaturierung. Als  Ordinaten  fungieren  die  Logarithmen  der  Mittelwerte  der 
Geschwindigkeitskonstante  (K),  als  Abszisse  die  Temperaturen. 


Die  Formel  von  S.  Arrhenius  und  J.  H.  van’t  Hoff,  in 
welche  ein  weiterer  zur  absoluten  Temperatur  in  Beziehung  stehender 
Faktor  eingeführt  ist,  bringt,  wie  in  vielen  Fällen  gefunden  wurde, 
die  Wirkung  der  Temperatur  gut  zum  Ausdruck  und  könnte  daher 
-iier  gleichfalls  neben  dem  oben  besprochenen  einfacheren  Gesetze 

2T0T„  K 

— I ncTö  — 

K„ 


angewendet  werden.  Die  Werte  für 


) 


-p  j sind  in 

cier  letzten  Kolonne  der  Tab.  II  gegeben  und  zeigen  eine  gute  an- 
na  ternde  Konstanz.  In  Hinsicht  aber  auf  das  geringe  Temperatur- 
bereich, m welches  diese  Versuche  fallen,  ist  es  schwer  zu  sagen 
welcher  Ausdruck  hier  besser  anwendbar  ist. 
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Aus  Tab.  II  ist  zu  ersehen,  daß  die  Denaturierungsgeschwindigkeit 
des  Hämoglobins  bei  einem  Temperaturanstieg  von  1 0 C um  das 
1,3 fache,  für  10°  C als  um  das  13,8 fache  wächst.  Dies  ist  aber 
ein  ganz  außerordentlich  großer  Temperaturkoeffizient;  wie  wir  aber 
später  sehen  werden,  ist  die  Wirkung  der  Temperatur  auf  die  Dena- 
turierungsgeschwindigkeit des  Albumins  noch  viel  größer.  Diese 
hohen  Temperaturkoeffizienten  erklären  es  auch,  weshalb  beim  Er- 
wärmen einer  Eiweißlösung  die  Koagulation  plötzlich  bei  oder  nahe 
bei  einer  bestimmten  Temperatur  erfolgt. 

c)  Zusammenfassung. 

1.  Die  vollständige  Löslichkeit  des  Eieralbumins  und  Methämo- 
globins  nach  trockenem  Erwärmen  auf  hohe  Temperaturen  (vier- 
stündiges Erhitzen  auf  110°  und  120°  C)  weist  darauf  hin,  daß  die 
Hitzekoagulation  keine  bloße  Temperaturwirkung,  sondern  eine  Reaktion 
zwischen  Wasser  und  Eiweiß  ist  (Denaturierung),  die  von  einer  Aus- 
fällung des  veränderten  Eiweißes  begleitet  ist. 

2.  Die  Denaturierung  des  Hämoglobins  ist  ein  regelrechter  Zeit- 
prozeß, der  als  eine  Reaktion  erster  Ordnung  verläuft,  so  daß  die 
Aenderungsgeschwindigkeit  in  jedem  Augenblicke  proportional  der 
Konzentration  des  in  Lösung  verbliebenen  Hämoglobins  bleibt. 

3.  Die  Reaktion  wird  von  der  Temperatur  nach  dem  Gesetze 
von  v a n ’t  H o f f und  A r r h e n i u s oder  irgendeinem  logarithmischen 
Gesetze  beeinflußt.  Der  Temperaturkoeffizient  ist  außerordentlich 
hoch  und  beträgt  1,3  für  1°C  und  13,8  für  10°  C.  Dieser  bei 
anderen  Proteinen  noch  größere  Temperaturkoeffizient  ist  Ursache  der 
irrigen  Vorstellung  einer  spezifischen  Koagulationstemperatur 

2.  Denaturierung  des  Eieralbumins. 

Das  kristallinische  Eieralbumin  wurde  aus  dem  Eiklar 
frischer  Eier  nach  der  Methode  von  F.  G.  Hopkins  und  S.  N.  P i n k u s 
(1898)  dargestellt.  Die  Kristalle  wurden  durch  Pressen  zwischen 
Filtrierpapier  so  gut  als  möglich  getrocknet.  Eine  ziemlich  konzen- 
. trierte  Lösung  in  destilliertem  Wasser,  welche  20,8  Proz.  Albumin  und 
8,4  Proz.  (NH4)2S04  enthielt,  bildete  die  Stammlösung;  sie  wurde 
mit  der  erforderlichen  Wassermenge  verdünnt.  Die  Stammlösung 
wurde  in  einem  kalten  Raume  aufbewahrt,  da  es  nicht  günstig  erschien, 
irgendein  Schutzmittel  hinzuzufügen.  Auch  die  Anwesenheit  von 
Toluol  erhöht  in  hohem  Maße  die  Reaktionsgeschwindigkeit. 
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Zur  Verwendung  gelangte  eine  einprozentige  Lösung  von  Eier- 
albumin ; die  Versuche  waren  den  oben  ausführlich  beschriebenen 
Experimenten  am  Hämoglobin  ähnlich ; nur  wurde  die  Albuminkonzen- 
tration in  den  zeitweise  entnommenen  Proben  durch  Kochen  und 
Wägung  des  ausgefällten  Eiweißes  bestimmt.  Die  angewandten  Tem- 
peraturen schwankten  zwischen  69°  und  77°  C. 

Die  Eieralbuminkristalle  wurden  zweimal  aus  Lösungen  von 
Ammonsulfat  umkristallisiert.  Die  Lösungen  enthielten  freie  Säure, 
und  es  waren  ganz  beträchtliche  Mengen  von  Alkali  nötig,  um  die 
H+-Ionenkonzentration  auf  die  des  destillierten  Wassers  zu  bringen. 
Die  Beobachtungen  geschahen  mittels  Bestimmung  der  elektromotorischen 
Kraft  von  Wasserstoffkonzentrationsketten,  wie  noch  weiter  unten  aus- 
geführt werden  soll.  Die  Tatsache  ist  hier  erwähnt,  um  darauf 
hinzuweisen,  daß  die  Eieralbuminkristalle  Salze  des  Eiweißes  mit  der 
zur  Zeit  ihrer  Ausfällung  anwesenden  Säure  sind,  wie  dies  nach 
T.  Osborne  (1902)  auch  bei  den  E d e s t i n kristallen  der  Fall  sein 
soll.  Eine  derartige  Bildung  von  Salzen  wurde  ja  von  vielen  Forschern 
nachgewiesen,  unter  anderen  von  J.  Sjöqvist  (1895),  K.  Spiro 
und  W.  Pemsel  (1898),  St.  Bugärzsky  und  L.  Liebermann 
(1898),  T.  Osborne  (1898  I und  II  und  1902),  W.Erb  (1901),  Wo.Pauli 
(1907),  B.  Moore  und  A.  D.  Bi  gl  and  (1910).  Im  Wasser  hydroly- 
sieren diese  Salze  bis  zu  einem  gewissen  Grade,  so  daß  eine  Lösung 
zustande  kommt,  welche  Albuminsalz,  Albumin  und  Säure  enthält. 
Beobachtungen,  die  auf  den  Einfluß,  welche  geringe  Reaktions- 
änderungen auf  die  Hitzekoagulation  ausüben,  hinweisen,  wurden 
bereits  besprochen ; voraussichtlich  ist  der  Verlauf  der  Reaktion 
zwischen  Eiweiß  und  heißem  Wasser  komplizierter  als  beim  Hämo- 
globin, wie  dies  auch  tatsächlich  aus  einer  weiter  unten  besprochenen 
Versuchsreihe  hervorgeht  (siehe  S.  74  u.  ff.).  Fig.  4 (siehe  S.  74)  stellt  den 
Verlauf  der  Denaturierung  des  Eieralbumins  vor.  (Konzentration  des 
zuruckbleibenden  Eiweißes  in  Abhängigkeit  von  der  Zeit.)  Die  Punkte 
hegen  auf  einfachen  Kurven,  ein  Zeichen,  daß  der  Vorgang  in  regel- 
mäßiger Weise  vor  sich  geht;  eine  Prüfung  der  Kurven  zeigt  aber, 
caß  das  Verhältnis  von  Konzentration  zur  Zeit  keinem  einfachen 
oganthmischen  Gesetze  folgt,  sondern  daß  die  Konzentration  schneller 
abmmmtf  als  man  annehmen  würde,  falls  man  es  mit  einer  Reaktion 
„erster  Ordnung“  zu  tun  hätte  und  die  Geschwindigkeit  bloß  pro- 
portional der  Konzentration  des  unveränderten  Eiweißes  wäre 

W jTuChl!Ch  nÜherte  SiCh  d6r  Verlauf  der  Reaktion,  schon 
vj.  utherland  (1911)  hervorgehoben  hatte,  in  einigen  unserer 
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Versuche  mehr  demjenigen  einer  Reaktion  „zweiter  Ordnung“,  indem 
die  Geschwindigkeit  der  Aenderung  in  jedem  Moment  proportional 
dem  Quadrate  der  Konzentration  des  zurückbleibenden  Eiweißes 
ist.  Dieses  Verhältnis  ist  unseres  Erachtens  jedoch  kein  wesentliches, 
sondern  läßt  sich  aus  der  fortschreitenden  Reaktionsänderung  während 
der  Hitzekoagulation  erklären. 

Die  Denaturierungsgeschwindigkeit  ist  Aenderungen  der  Reaktion 
gegenüber  sehr  empfindlich.  In  saurer  Lösung  besteht  innerhalb  der  in 
den  meisten  unserer  Versuche  verwendeten  Aziditäten  eine  annähernde 
Proportionalität  zwischen  mittlerer  Reaktionsgeschwindigkeit  und 
Wasserstoffionenkonzentration.  Dies  zusammen  mit  der  Tatsache, 
daß  die  fortschreitende  Verminderung  der  Azidität  während  der  Dena- 
turierung in  saurer  Lösung  ungefähr  proportional  der  Konzentrations- 
verminderung des  unveränderten  Eiweißes  ist  (siehe  Tab.  V und  VI), 
erklärt  diese  Koinzidenz. 

Dies  gilt  für  ein  gewisses  Aziditätsbereich ; innerhalb  desselben 
ist  die  Reaktionsgeschwindigkeit  annähernd  proportional  der  Wasser- 
stoffionenkonzentration, welche  ihrerseits  wieder  ungefähr  proportional 
der  Konzentration  des  unveränderten  Eiweißes  ist.  Unter  diesen  Be- 
dingungen kann  also  eine  Reaktion  erster  Ordnung  eine  solche  Vor- 
täuschen, in  welcher  die  Reaktionsgeschwindigkeit  in  jedem  Augen- 
blicke proportional  dem  Quadrate  der  Eiweißkonzentration 
ist;  denn  zufolge  des  linearen  Verhältnisses  zwischen  Eiweiß-  und 
Wasserstoffionenkonzentration  einerseits  und  zwischen  Reaktions- 
geschwindigkeit und  Wasserstoffionenkonzentration  andererseits,  er- 
scheint es  so,  als  ob  die  Eiweißkonzentration  in  einem  quadratischen 
Verhältnisse  die  Reaktionsgeschwindigkeit  beeinflussen  würde. 

Wurde  dagegen  dafür  Sorge  getragen  (siehe  S.  82),  daß  die 
Wasserstoffionenkonzentration  während  des  ganzen  Versuches  konstant 
bleibt,  so  verlief  die  Denaturierung  des  Eieralbumins  in  gleicher  Weise 
wie  beim  Hämoglobin,  als  eine  Reaktion  „erster  Ordnung“. 

a)  Die  Säure-  und  Alkalibindung  von  dem  Eiweiß 
während  der  Hitzekoagulation. 

Ehe  wir  an  die  Beschreibung  der  Versuche  gehen,  welche  zum 
Zwecke  einer  Untersuchung  der  Wirkung  von  Azidität  und  Basizität 
auf  die  Hitzekoagulation  der  Eiweißkörper  ausgeführt  wurden,  wird 
es  nötig  sein,  ein  Wort  über  die  allgemeinen  Beziehungen  zwischen 
Eiweiß  und  Alkalien  bzw.  Säuren  zu  sagen.  Daß  Eiweißkörper  mit 
Säuren  und  Basen  Verbindungen  bilden,  wurde  schon  vor  langer 
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Zeit  (1866)  von  E.  Platner  hervorgehoben,  und  seitdem  ist  die 
Reaktion  zwischen  Eiweiß  und  Säuren  mit  Hilfe  verschiedener 
Methoden  untersucht  worden.  Unter  diesen  sind  wohl  am  wichtigsten 
die  von  St.  Bugärzsky  und  L.  Liebermann  verwendete  Konzen- 
trationskettenmethode mit  deren  Hilfe  sie  die  Aziditätsabnahme 
(Wasserstoffionenkonzentration)  von  verdünnten  Säuren  maßen,  denen 
wechselnde  Mengen  von  Eiweiß  hinzugefügt  wurde,  und  ferner  jene 
von  B.  Moore  und  A.  D.  B i g 1 a n d (1 91 0)  verwendete  Methode,  welche 
die  Säuremengen  bestimmten,  welche  aus  einer  in  einem  Dialysator  be- 
findlichen sauren  Eiweißlösung  entfernt  wurden.  Leider  wurden  in 
keinem  Falle  die  Versuche  mit  reinen  Eiweißkörpern  gemacht. 


Wir  führten  eine  Reihe  von  Messungen  (1910,  423,  und  1911, 
11)  mit  reinem  Eieralbumin  aus,  wobei  wir  die  Methode  von 
St.  Bugärzsky  und  L.  L i e b e r m a n n verwendeten  und  bestimmten 
die  in  der  Kälte  von  einer  konstanten  Gewichtsmenge  des  reinen 
Eiweißes  aus  Lösungen  verschiedener  Azidität  gebundene  Säuremenge. 
Die  angewendeten  Aziditäten  schwankten  zwischen  neutraler  Reaktion 
und  0,022  normal  (was  also  einer  Wasserstoffionenkonzentration 
1.10  7 bis  225  000. 10"7  entspricht).  Unsere  Versuche  bestätigen  im 
allgemeinen  die  Untersuchungen  von  Bugärzsky  und  Liebermann, 
sowie  andere  vorangegangene  Arbeiten  über  die  Salzbildung  der 
Eiweißkörper  von  Spiro  und  Pemsel  (1898),  Osborne  (1899) 
und  Erb  (1901)  und  zeigen,  daß,  wenn  Säure  in  nicht  allzugroßen 
Mengen  zu  einer  Lösung  von  kristallinischem  Eieralbumin  hinzugefügt 
wird,  der  größere  Teil  derselben  sofort  gebunden  wird,  ein  kleiner 
Teil  jedoch  zufolge  der  hydrolytischen  Dissoziation  des  Salzes  frei 
bleibt.  Wir  konnten  auch  die  vollständige  Reversibilität  des  Vorganges 
(1911,  10)  beim  Eieralbumin  feststellen  und  hiermit  die  Ergebnisse 
von  Moore  und  Bigland  am  Serum  bestätigen. 


Es  ist  eine  allgemeine  Erfahrung,  daß  beim  Erhitzen  einer  Eiweiß- 
osung,  die  vorher  gegen  Lackmuspapier  neutral  oder  schwach  sauer 
reagiert,  dieselbe  fortschreitend  immer  weniger  sauer  und  sogar  alka- 
hsch  reagiert,  sowie  Koagulation  erfolgt.  Halliburton  (1884 
) schenkte  dieser  Erscheinung  gebührende  Beachtung,  als  er 
m,  eis  der  Methode  der  fraktionierten  Koagulation  eine  Trennung 
EtwetBkorper  des  Serums  versuchte.  G.  Corin  und  E.  Berard 
1888)  bemerkten  gleichfalls  diese  Erscheinung  und  suchten  sie  bei 
Bemühungen,  das  Protein  des  Eiereiweißes  zu  differenzieren,  zu 
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kompensieren >).  J.  B.  H a y c r a f t und  T.  R.  D u g g a n (1890)  sprachen  die 
Meinung  aus,  daß  dieses  Phänomen  bei  dem  kontinuierlichen  Anstieg 
der  Koagulationstemperatur  während  der  Koagulation  eine  Rolle 
spielen  könnte. 

Die  Menge  der  bei  der  Koagulation  von  Albuminlösungen  ge- 
bundenen Säure  wurde  in  folgender  Weise  bestimmt:  Es  wurden  Reihen 
von  Albuminlösungen  hergestellt,  die  alle  annähernd  1 Proz.  kristalli- 
nisches Eieralbumin  enthielten,  aber  verschiedene  Aziditäten  besaßen. 
Die  H+-  Ionenkonzentration*  2)  dieser  Lösungen  wurden  sowohl  vor  als 
nach  dem  5 Minuten  langen  Erhitzen  auf  90°  C bestimmt.  Die 
Resultate  sind  in  Tabelle  III  wiedergegeben  und  zeigen,  daß  für 

geringe  Säurekonzentrationen  unter  j-q^qq  normal  die  von  der  Lösung 

entzogene  Säuremenge  annähernd  proportional  der  anfänglichen  freien 
Säurekonzentration  ist.  Ueber  diese  Konzentration  hinaus  wird  ver- 
hältnismäßig weniger  Säure  gebunden. 

x)  Sie  versuchten  die  Reaktion  des  Filtrats  nach  jeder  der  aufeinander- 
folgenden Koagulationen  auf  denselben  Punkt  zurückzuführen,  indem  sie  zu- 
nächst Na  OH  hinzufügten,  bis  eine  leichte  Färbung  mit  Phenolphthalein  auftrat, 
worauf  zur  Volumseinheit  eine  konstante  Säuremenge  zugesetzt  wurde.  Dieses 
Vorgehen  würde  erfolgreich  sein,  wenn  nicht  in  jedem  der  aufeinanderfolgenden 
Filtrate  der  Eiweißgehalt  variieren  würde.  G.  Cor  in  und  E.  Berard  beachteten 
nicht  die  Salzbildung  des  Eiweißes  und  vergegenwärtigten  sich  nicht,  daß 
Lösungen,  welche  in  sukzessiven  Fraktionen  zur  Koagulation  gebracht  werden, 
fortschreitend  immer  saurer  werden.  Dies  erklärt  zweifellos  den  Unterschied  in 
den  Ergebnissen  dieser  Autoren  und  anderer  Beobachter. 

2)  Die  Bestimmung  der  H^-Ionenkonzentration  geschah  mittels  der  Gas- 
kettenmethode unter  Verwendung  einer  Konzentrationskette  und  Wasserstoff- 
elektroden. Bei  unseren  früheren  Versuchen  gebrauchten  wir  die  von  N.  T.  M.  Wi  1 s- 
more  beschriebene  Anordnung  (1900).  Anfangs  verwendeten  wir  den  bequemen 
Kunstgriff,  die  beiden  Wasserstoffelektroden  mit  gesättigter  Ammonnitratlösung 
unter  Zuhilfenahme  von  mit  Filterpapier  angestopften  Röhren  zu  verbinden. 
Herr  W.  B.  Hardy  machte  uns  darauf  aufmerksam,  daß  diese  Methode  bei  An- 
wesenheit geladener  kolloider  Teilchen  nicht  ganz  einwandsfrei  ist;  eine  darauf 
gerichtete  Untersuchung  ergab,  daß  bei  Eiweißlösungen  hierbei  ein  kleiner  Fehler 
hervorgerufen  wird.  Zu  unserer  Befriedigung  jedoch  ist  die  Größe  dieses  Fehlers 
zu  gering,  um  unsere  veröffentlichten  Resultate  zu  beeinflussen.  Bei  späteren 
Versuchen  verwendeten  wir  die  Methode  von  L.  Michaelis  und  P.  Rona 
(1909),  die  speziell  für  geringe  Mengen  des  Materials  angepaßt  ist.  Die  beiden 
Elemente  wurden  mittels  konzentrierter  KCl -Lösung  verbunden  und  das  Dif- 
fusionspotential nach  der  Bjerrum’schen  Extrapolationsmethode  eliminiert. 

| Det  kgl.  Danske  Videnskabernes  Selsk.  Skr.  (7)  Naturw.  sg.  mathem.  4,  13  (1906). 
Siehe  Sörensen  1909,  151.] 
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Die  Beziehung  wurde  nicht  weiter  untersucht;  sie  ist  aber  nicht 
unähnlich  den  Verhältnissen  bei  Adsorptionsvorgängen.  Wir  fanden  auch, 
daß  das  durch  Erhitzen  aus  nahezu  neutraler  Lösung  ausgefällte  und 


gewaschene  Eieralbumin,  wenn  es  zu  einer  ^qq  n HCl -Lösung  hin 


zugefügt  wird,  aus  derselben  Säure  entnimmt. 


Tabelle  III 


Die  Größe  der  Säurebindung  von  einprozentiger  Albuminlösungen 
von  verschiedener  Azidität  bei  der  Koagulation. 


Eiweiß- 

konzentration 

Proz. 

H~H  Ionenkonzentration 
der  Albuminlösung 

Gebundene  Säure- 
menge, 
Aequivalenten 
berechnet 
auf  1 g Eiweiß 

Vor  dem  Erhitzen 

Nach  dem  Erhitzen 

0,99 

6,07  x 1 0'7  n 

l,04xl0-7n>)  . 

0,51  xl0'7n 

0,99 

63,40  xl0'7n 

4,24  x 10‘7n 

5,98  x IO-7  n 

0,91 

1470x  10'7n 

279xl0-7n 

131  xl0'7n 

0,87 

12600  x 10'7  n 

8590  x 10'7  n 

459  x 10'7  n 

Einfluß  der  Natur  der  anwesenden  Säure. 

S.  P.  L.  S ö r e n s e n und  E.Jürgensen  haben  ähnliche  Messungen 
wie  die  obigen  gemacht  und  gezeigt,  daß,  wenn  man  von  Säuremengen 
ausgeht,  welche  dieselbe  H"*~-  Ionenkonzentration  aufweisen,  die 
Abnahme  der  H+- Ionenkonzentration  bei  schwachen  Säuren  geringer 
ist  als  bei  starken.  Die  geringere  Abnahme  bei  schwachen  Säuren  wäre 
nichts  Unerwartetes,  da  der  unionisierte  Teil  derselben  als  Reservoir 
dient.  In  dem  einzigen  darauf  bezüglichen  Versuche,  der  mit  einer  un- 
dialysierten  Eiweißlösung  ausgeführt  zu  sein  scheint,  fanden  sie,  daß 
die  pro  Gramm  Eiweiß  neutralisierte  Gesamtsäure  bei  Salz-,  Milch- 
und  Essigsäure  annähernd  gleich  war,  wenn  von  solchen  Konzen- 
trationen ausgegangen  wurde,  welche  dieselben  H+- Ionenkonzentration 
aufwiesen  (1.  c.  Tab.  XII,  427).  Wir  haben  bei  reinem  Säurealbumin 
dieses  Ergebnis  nicht  bestätigen  können  obgleich  wie  Tabelle  III 
zeigt,  die  Säuremenge,  welche  pro  Gramm  koagulierten  Eiweißes 
verschwindet,  in  erster  Linie  eine  Funktion  der  Wasserstoffionen- 
konzentration ist. 

Ein  Vergleich  der  Versuche  1 und  2 mit  3 und  4 in  Tab.  IV 
zeigt’  daß  die  gebundene  Menge  von  der  Wasserstoffionenkonzen- 

Die  Neutralität  entspricht  einer  H+- Ionenkonzentration  von  0,8  x 10-7  n. 

5 


9 Diese  Mengen  wurden  aus  den  H^- Ionenkonzentrationsbestimmungen  berechnet,  die  bei  HCl  proportional  der  Säurekonzen- 
tration sind. 
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4^.  CO  tO  — * 

Ver- 

such 

r> 

10  T 

“T  3-, 

* - * n 

o 

L\D 

Hinzu- 

ge- 

fügte 

Säure 

3 

13,65 

13,65 

997,1 

Mengeder 
zu  100  ccm 
zugesetz- 
ten Säure, 
ausge- 
drückt in 
ccm  n/10 

0,2 

2,78 

9,12 

990,6 

Die  in  100  ccm  des 
Koagu  1 ationsf  i itrates 
übrigbleibende  Säure, 
ausgedrückt  in  ccm 
n/10  NaOH,  die  zur 
Neutralisation  gegen 
Phenolphthalein  er- 
forderlich sind. 

0,22 

0,87 

0,36 

0,52 

Gebundene  Gesamt- 
säure, ausgedrückt  in 
denvon  lg  Protein  ge- 
bundenen Säureäqui- 
valenten x 10* 

to  to 

CO  _ , — , 

00  Ol  CD 

co  1—1  o ^ cn  ^ 

09  to  9 09  09 

sy  to  v Y z* 

i s i 8 i 2 i S 

o 3 o 3 o3  o3 

L,  L,  L,  -L 

3 3 3^  ^ 

H~^-Ionenkonzentr 
in  Norrr 

In  der  ursprünglichen 
Lösung  nach  Säurezusatz 
in  der  Kälte 

73  -1 

IO  , — ■,  CD  - — - 

cn  m oi  ^ _ 

o 9 o 9 o 9 ül9 

V M v *•  v -10  Y -*• 

o 3 o 3 o 3 9 3 

L,  -L  L -> 

3 3 3 3 

ation,  ausgedrückt 
lalitäten 

Im  Filtrat 

nach  der  Koagulation 
durch  Erhitzen 

0,0036 

0,041 

Zugesetzte  Säure, 
die  bei  der 
Koagulation  gebunden 
wird,  ausgedrückt  in  den 
pro  Gramm  Eiweiß  ge- 
bundenen Aequivalenten 
xlO31) 

Verschwinden  von  hinzugefügter  Säure  und  Aenderung  der  H^- Ionenkonzentration  bei  der  Koagulation  einer 
1 ,25  prozentigcn  Lösung  von  Eieralbumin,  welche  0,37  Proz.  (NH4)2S04  enthält  und  vorher  mit  Essigsäure 

bzw.  Salzsäure  angesäuert  wurde. 
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tration  abhängt,  unabhängig  davon,  ob  die  spezielle  Säure  stark  oder 
schwach  ist.  Bei  einer  H+- Ionenkonzentration  von  ungefähr  IO"4’1 
normal  wurde  von  Essigsäure  mehr  als  von  Salzsäure  gebunden, 
während  bei  einer  Konzentration  von  zirka  IO'2-6  das  Umgekehrte  der 
Fall  war;  jedoch  muß  bemerkt  werden,  daß,  während  die  Säure- 
bindung bei  der  Salzsäure  eine  beträchtliche  Aziditätsabnahme  bewirkt, 
diese  Wirkung  bei  der  Essigsäure  bedeutend  geringer  ist. 

Ueber  das  Fortschreiten  der  während  der 
Hitzekoagulation  stattfindenden  Reaktionsänderung. 

Die  Verminderung  der  Wasserstoffionenkonzentration  während  der 
Koagulation  wurde  mit  Hilfe  von  in  aufeinanderfolgenden  Zeit- 
abschnitten während  dieses  Vorganges  ausgeführten  Messungen  be- 
stimmt und  zugleich  auch  die  entsprechende  jeweilige  Konzentration 
des  unveränderten  Albumins  ermittelt. 

Die  Einzelheiten  zweier  solcher  Versuche  (I  und  II)  finden  sich 
in  den  Tabellen  V und  VI  wiedergegeben ; der  Versuch  1 wurde  bei 
68,7°  C bei  einer  anfänglichen  Azidität  von  1 35  x 1 0'7  normal,  der 
Versuch  II  bei  71  °C,  sowie  bei  Anwesenheit  von  1 n Natriumchlorid 
und  einer  anfänglichen  Azidität  von  45  x 1 0'7  normal  ausgeführt. 
Beide  Lösungen  enthielten  0,26  Proz.  (NH^SO^. 

Tabelle  V 

Versuch  I.  Die  fortschreitende  Aenderung  der  Azidität  während 
der  „Hitzekoagulation“  einer  einprozentigen  Lösung  von  kristallinischem 

Eieralbumin  bei  68,7°  C. 


Zeit 

in 

Minuten 

Menge  des 
analysierten 
Filtrats  in 
ccm 

Gewicht 

des 

Koagulums  in 

g 

Restliches 
Albumin  in 
mg  pro  ccm 

Wasserstoffionen- 
konzentration, 
ausgedrückt  in 
Normalitäten  x 10 7 

0 

Kontrolle 



9,750 

135 

10 

20 

0,1560 

7,800 

79,3 

14 

28 

0,1744 

6,228 

57,4 

20 

41,9 

0,2046 

4,887 

42,4 

37 

44,4 

0,1360 

3,066 

19,6 

Bei  beiden  Versuchen  wurde  zugleich  mit  der  progressiven  Ab- 
scheidung von  Eiweiß  eine  fortschreitende  Abnahme  der  freien  Säure 
konstatiert.  Die  Koagulation  einer  Gewichtseinheit  des  Eiweißes  be- 
wirkt keineswegs  während  des  ganzen  Versuches  genau  dieselbe  Ab- 
nahme der  freien  Säure,  sondern  die  gebundenen  Mengen  werden  mit 

5* 
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dem  Fortschreiten  der  Koagulation  geringer.  Dies  kann  auch  schon 
aus  den  in  Tabelle  III  niedergelegten  Zahlen  ersehen  werden,  in  welcher 
die  bei  der  Koagulation  von  ein  Gramm  Eiweiß  gebundene  Säuremenge 
von  0,5  x IO"7  bis  459 x 10'7  variierte,  wenn  die  anfängliche  freie  Säure- 
menge der  Lösung  von  6xl0‘7  auf  12  600 x IO"7  verändert  wurde. 

Tabelle  VI 


Versuch  II.  Die  fortschreitende  Aenderung  der  Azidität  während 
der  „Hitzekoagulation“  einer  einprozentigen  Lösung  von  kristallinischem 
Eieralbumin  bei  71  °C  in  Gegenwart  einer  NaCl-Normallösung. 


Zeit 

in 

Minuten 

Menge  des 
analysierten 
Filtrats  in 
ccm 

Gewicht 

des 

Koagulums  in 
g 

Restliches 
Albumin  in 
mg  pro  ccm 

Wasserstoffionen- 
konzentration, 
ausgedrückt  in 
Normalitäten  x 107 

0 

Kontrolle 



9,750 

45,0 

10 

19 

0,1785 

9,395 

33,5 

30 

21,1 

0,1511 

7,161 

18,2 

100 

36,3 

0,1493 

4,113 

9,53 

310 

38 

0,0716 

1,884 

2,07 

In  alkalischen  Lösungen  des  Eieralbumins  findet  bei  der  Dena- 
turierung eine  analoge  Reihe  von  Aenderungen  statt,  indem  die  Lö- 
sungen mit  dem  Fortschreiten  des  Vorganges  immer  weniger  alkalisch 
werden.  Spezielle  Versuche  wurden  nicht  angestellt,  aber  die  Angaben 
hierüber  finden  sich  weiter  unten  in  Tabelle  IX,  welche  die  Wirkung 
von  Alkali  auf  die  Reaktionsgeschwindigkeit  veranschaulicht. 

Erklärung  der  Säure-  und  A 1 ka  1 i b i n d u n g bei  der 

Koagulation. 

Der  amphotere  Charakter  der  Eiweißkörper  wurde  von  E.  Fischer 
auf  ihre  Polypeptidkonstitution  zurückgeführt.  Als  komplexe  Amino- 
säuren vermögen  sie  mit  Säuren  und  Alkalien  Salze  zu  bilden ; 
die  Säure  tritt  hierbei  an  die  NH2-Gruppe  ein,  wobei  eine  Um- 
änderung des  dreiwertigen  Stickstoffes  in  einen  fünfwertigen  statt- 
findet ; die  Base  hingegen  ersetzt  den  Wasserstoff  in  der  Karboxyl- 
gruppe.  Die  mit  Säuren  gebildeten  Salze  werden  von  Wasser  hydrolysiert, 
so  daß  sie  nur  in  Gegenwart  eines  kleinen  Säureüberschusses  beständig 
sind.  Eine  weitere  Quelle  der  Azidität  bildet  die  Dissoziation  des 
Wasserstoffes  der  Karboxylgruppen. 

Wird  das  Eiweißsalz  einer  Säure,  z.  B.  der  Salzsäure,  in  Wasser 
gelöst,  so  spaltet  sich  zufolge  von  Hydrolyse  eine  gewisse  Säure- 
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menge  ab,  bis  ein  Gleichgewicht  erreicht  ist.  Wird  eine  derartige 
Lösung  dialysiert,  so  geht  die  freie  Säure  durch  die  Membran  und 
eine  weitere  Hydrolyse  findet  statt.  Mit  der  Zeit  wird  die  ganze 
HCl  entfernt  und  man  erhält  eine  salzsäurefreie  Lösung,  die  eine 
schwache  Azidität  von  ungefähr  10'5n  besitzt,  welche  anscheinend  die 
elektrolytische  Dissoziation  des  Eiweißes  angibt. 

Wenn  nun  eine  derartige  Lösung  genügend  stark  erhitzt  wird, 
um  eine  Ausfällung  des  Eieralbumins  zu  bewirken,  so  verkleinert 
sich,  wie  wir  oben  gezeigt  haben,  in  dem  Maße,  als  das  Eiweiß  sich 
abscheidet,  die  Azidität. 


Das  Verschwinden  dieser  geringen  Azidität  könnte  ganz  gut  aus 
der  Annahme  der  elektrolytischen  Dissoziation  des  Proteins  erklärt 
werden,  denn  in  diesem  Falle  müßte  die  Entfernung  des  Eiweißes 
auch  eine  Entfernung  des  Wasserstoffions  bewirken.  Diese  Ansicht 
ist  von  J.  P.  L.  S ö r e n s e n und  E.  Jürgensen  zur  Erklärung  folgender 
Beobachtung  herangezogen  worden,  daß,  wenn  zu  der  ursprünglich 
alkalischen  Eiklarlösung  so  lange  Salzsäure  hinzugefügt  wird,  bis  die 
Azidität  gleich  einer  H+- Ionenkonzentration  von  10'5n  wird,  und  hier- 
auf nun  Koagulation  hervorgerufen  wird,  eine  Abnahme  der  Azidität 
erfolgt;  jedoch  findet  sich  im  Filtrat  die  gesamte  Chlormenge. 
Sie  schlossen  daraus,  daß  die  bis  zur  Erreichung  des  isoelektrischen 
Punktes  hinzugesetzte  Salzsäure  vollständig  zur  Neutralisation  einiger 
in  der  ursprünglich  alkalischen  Eiklarlösung  enthaltenen  Basen  verwendet 
wurde  und  nun  nichts  mehr  zur  Verfügung  stand,  um  mit  den  Amino- 
gruppen des  Albumins  ein  Chlorid  zu  bilden.  Wenn  ihre  Ansicht  richtig 
wäre,  müßte  bei  Hitzekoagulation  bloß  das  Wasserstoffsalz  des  Eiweißes 
entstehen,  während  das  Chlor  mit  irgendeiner  ursprünglich  an  das  Eiweiß 
gebundenen  Base  verbunden  sein  muß.  ln  einer  derartigen  Lösung 
mußte  die  gesamte  Azidität,  wie  diese  Forscher  hervorheben,  auf  die 
elektrolytische  Dissoziation  des  als  schwache  Säure  sich  verhaltenden 
Eiweißes  zurückzuführen  sein. 

Wir  versuchten  diese  Experimente  von  Sörensen  und 
urgensen  zu  wiederholen  und  sie  auszudehnen,  indem  wir  in  die 
ntersuchung  auch  stärker  saure  Lösungen  einschlossen,  bei  welchen 
es  unzweifelhaft  zu  einer  Salzbildung  zwischen  Eiweiß  und  Säure 
ommt.  Dies  schien  uns  von  Wichtigkeit,  da  aus  ihren  Ergebnissen 

welch  Tl"  Werdt"  kÖn"le'  daC  b6i  dCT  KoaSulati°"  ™n  Lösungen, 
nicht  ! ! V°"  eiß  mi‘  Säure"  enthal,e".  di®  letzteren  die  Lösung 

daß  ei  , m aus«efällten  Eiweiß  verlassen.  Wir  fanden  jedoch, 

Losung  von  gereinigten  Kristallen  des  Eieralbumins,  welches 
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bis  zur  vollständigen  Entfernung  des  (NH4)2S04  dialysiert  worden 
war,  bei  Gegenwart  von  HCl  beim  Erhitzen  keinen  Niederschlag  gibt. 
Eine  Fällung  erfolgt  jedoch  bei  Zusatz  von  Neutralsalz;  die  zur  Be- 
wirkung der  Agglutination  nötige  Chloridmenge  erhöht  die  Gesamt- 
menge der  im  Filtrat  zu  bestimmenden  Chloride  so  bedeutend,  daß 
die  Bestimmung  irgendeines  Chlorverlustes  infolge  Salzsäurebindung 
unsicher  wird.  Ein  sehr  geringer  Zusatz  von  Natrium-,  Kalium-  oder 
Ammonsulfat  ist  doch  imstande,  eine  vollständige  Trennung  des  er- 
hitzten Eiweißes  in  präzipitierter  Form  zu  bewirken.  Bei  Gegenwart 
von  0,014n  HCl  und  0,36  Proz.  Na2S04  fanden  wir,  daß,  obgleich 
Säure  bei  der  Koagulation  verschwand,  doch  das  ganze  oder  nahezu 
das  ganze  Chlor  im  Filtrat  zurückblieb.  Wir  überzeugten  uns  jedoch 
durch  weitere  Versuche,  daß  sich  eine  entsprechende  Menge  von 
S04  mit  dem  Koagulum  verbunden  hatte.  Wir  säuerten  daher  die 
Lösung  der  Eieralbuminkristalle  mit  H2S04  an  und  fügten,  um  die 
Abscheidung  des  Koagulums  zu  erleichtern,  eine  kleine  Menge  von 
Na2S04  hinzu.  Es  ist  hierbei  nur  eine  kleine  Salzmenge  erforderlich, 
da  die  S04-Ionen  die  Agglutination  des  denaturierten  Eieralbumins 
viel  kräftiger  als  die  Chlorionen  unterstützen,  ln  dem  folgenden 
Versuche,  dessen  genaue  Daten  in  Tabelle  VII  enthalten  sind,  wurden 
500  ccm  einer  einprozentigen  Eieralbuminlösung  hergestellt,  welche 
eine  Säuremenge  enthielt,  die  bei  Abwesenheit  des  Eiweißes  0,05  n 
H2S04  ergeben  haben  würde.  Außerdem  enthielt  sie  0,1  Proz. 
Na2S04.  Das  Ganze  wurde  in  einen  Jenaer  Kolben  gegeben  und 
unter  Verwendung  eines  Rückflußkühlers  in  einem  kochenden  Wasser- 
bade 30  Minuten  lang  erhitzt.  Nach  Ablauf  dieser  Zeit  wurde  gekühlt 
und  unter  Vermeidung  einer  Verdampfung  filtriert.  Aus  dem  Filtrate 
wurden  nun  Proben  entnommen,  um  die  Gesamtsäure  durch  Titration 

mit  — n Na  OH  mit  Phenolphthalein  als  Indikator,  sowie  um  auf 
50 

gewichtsanalytischem  Wege  die  gesamten  Sulfate  zu  bestimmen. 

Aus  Tabelle  VII  kann  ersehen  werden,  daß  1 g Eieralbumin  bei 
Koagulation  einer  einprozentigen  Lösung  0,00104  Aequivalente  der 
Säure  und  ungefähr  10  Proz.  weniger  von  S04  gebunden  hatte. 
Daraus  geht  hervor,  daß  bei  der  Koagulation  von  stärker 
sauren  Lösungen  des  Eieralbumins  der  größere  Teil 
der  Säure  die  Lösung  mit  dem  Eiweiß  verläßt;  mit 
anderen  Worten:  das  Eiweißsalz  wird  als  solches  aus- 
gefällt. 


CHICK  UND  MARTIN,  DIE  HITZEKOAGULATION  DER  EIWEISSKORPER  7 \ 


Tabelle  VII 

Demonstration,  daß  das  durch  Zusatz  von  H2S04  zu  einer  Lösung 
reinen  kristallinischen  Eieralbumins  gebildete  Eiweißsäuresalz  als 

solches  bei  Koagulation  mit  heißem  Wasser  ausfällt. 

Material 

einproz.  Lösung 
von  Eieralbumin 

Säuremenge,  ausgedrückt  in  — H2SO4,  die  zu  100  ccm 

der  Lösung  zugesetzt  wurden • ccm  20 

Na2S04- Menge,  ausgedrückt  in  — Na2S04,  die  zu  100  ccm 

Lösung  zugesetzt  wurde ccm  14,26 

Gesamtmenge  des  S04,  ausgedrückt  in  — S04,  die  zu 

100  ccm  der  Lösung  zugesetzt  wurden  . . . ccm  34,26 

Säuremenge,  die  in  100  ccm  des  Filtrates  nach  der  Koa- 

gulation zurückblieb,  ausgedrückt  in  ccm  ^ NaOH, 
die  zur  Neutralisation  erforderlich  waren  . . ccm  9,64 

Gesamtmenge  des  S04,  ausgedrückt  in  ccm  — S04,  die 

sich  in  100  ccm  des  Filtrates  vorfinden  . ccm  25,36 

Säureäquivalente,  gebunden  pro  1 g Eiweiß  . . xlO3  1,04 

Aequivalente  von  S04,  gebunden  pro  1 g Eiweiß  xlO3  0,89 

Die  mangelnde  Uebereinstimmung  zwischen  dem  Verschwinden 
der  Säure  und  des  Sulfates  weist  darauf  hin,  daß  noch  irgendeine 
andere  Base  als  das  Eiweiß  mit  einem  Teil  der  Säure  in  Verbindung 
getreten  ist.  Die  Möglichkeit  von  Spuren  von  Ammoniak  oder  der 
Abspaltung  von  Diaminosäuren  während  der  Koagulation  wurde  in 
Erwägung  gezogen,  mußte  aber  ausgeschlossen  werden,  da  sich  das 
Filtrat  als  stickstofffrei  erwies.  Die  einzigen  anderen  Quellen,  aus 
denen  eine  Base  entstammen  könnte,  sind  die  Aschenbestandteile  des 
Eiweißes  und  das  Alkali  der  Glaswände,  in  dem  erhitzt  wurde.  Der 
Aschengehalt  unserer  Lösung  betrug  bloß  0,0016  g pro  Gramm  Eier- 
albumin ; dies  wäre  aber,  selbst  wenn  die  Asche  in  ihrer  Gänze  aus 
MgO  oder  CaO  bestehen  würde,  etwas  zu  wenig  für  die  Verbindung 
mit  dem  im  Filtrate  vorhandenen  kleinen  Ueberschuß  von  S04. 
Anderseits  ist  es  unwahrscheinlich,  daß  eine  derartige  Menge  sich 
aus  dem  Glas  eines  Jenaer  Kolbens  bei  30  Minuten  langem  Erhitzen 
auf  100°  herauslösen  sollte. 
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Wir  beabsichtigen  noch  uns  zu  vergewissern,  ob  der  kleine 
Aschengehalt,  den  unser  Eieralbumin  enthielt,  durch  Kochen  bei 
dieser  Säurekonzentration  tatsächlich  entfernt  wurde. 

Eine  andere  Erklärung  der  Aziditätsverminderung  bei  der  Koagulation  ist 
die,  daß  durch  das  Erhitzen  C02  ausgetrieben  wird.  Diese  Ansicht,  die  von 
L.  Michaelis  und  P.  Rona  (1909,  II)  ausgesprochen  wurde,  ist  aber  gänzlich 
außerstande,  das  Verschwinden  von  so  großen  Säuremengen  zu  erklären,  wie  dies 
bei  den  viel  sauren  Lösungen,  welche  wir  verwendeten,  der  Fall  ist;  sie  ver- 
mag auch  nicht  die  progressive  Natur  dieses  Verschwindens  zu  erklären  und 
schließlich  sei  darauf  hingewiesen,  daß  wir  nicht  mit  verdünntem  Serum  oder 
Eiklar,  sondern  kristallisiertem  Eieralbumin  arbeiteten.  Ueberdies  wurde  bei  der 
fH~- Ionenkonzentrationsmessung  so  lange  Wasserstoff  durch  das  Element  geleitet, 
bis  sich  eine  konstante  Ablesung  ergab,  wobei  die  Kohlensäure  sicherlich  ver- 
drängt worden  wäre.  Es  ist  nicht  möglich  mit  Serumproteinen  in  solch  saurer 
Lösung  zu  arbeiten,  wie  wir  es  beim  Eiweißalbumin  getan  hatten,  da  hierbei 
keine  Agglutination  mehr  stattfindet;  jedoch  ist  kaum  daran  zu  zweifeln,  daß 
unsere  Ergebnisse  auch  auf  Serumeiweißkörper  Anwendung  finden  können. 

Sörensen  und  Jürgensen  (1.  c.  S.  424)  sind  ebenfalls  dieser  Theorie  von 
Michaelis  und  Rona  entgegengetreten,  indem  sie  zeigten,  daß  eine  Ver- 
minderung der  H^~- Ionenkonzentration  auch  in  Eiklarlösungen  und  Blutserum 
stattfindet,  bei  welchem  alle  Kohlensäure  durch  kontinuierliches  Durchleiten 
eines  Wasserstoffstromes  durch  die  stark  sauren  Lösungen  ausgetrieben  wurde. 
Sie  zeigten  auch  weiter,  daß  während  der  Koagulation  keine  separate  Kohlen- 
säurebildung stattfindet. 

b)  Wirkung  von  Säure  und  Alkali  auf 
die  Denaturierungsgeschwindigkeit  des  Eieralbumins. 

Es  ist  schon  seit  langem  bekannt,  daß  der  Zusatz  von  Säure 
oder  Alkali  die  Geschwindigkeit  beeinflußt,  mit  welcher  das  Eiweiß 
aus  seiner  Lösung  durch  heißes  Wasses  ausgefällt  wird.  Halli- 
burton (1884)  fand,  daß  bei  Lösungen,  die  gegenüber  Lackmus 
alkalisch  reagierten,  die  Temperatur,  bei  der  eine  Fällung  erfolgte, 
vcenn  überhaupt,  so  doch  nur  sehr  wenig  von  dem  Grad  der  Basizität 
beeinflußt  wurde.  Auf  der  anderen  Seite  erniedrigte  Anwesenheit 
von  Säure  die  Koagulationstemperatur;  wurde  zu  einer  Albuminlösung 
Säure  hinzugesetzt,  so  zeigte  sich  schon  bei  Zusatz  geringer  Mengen 
ein  kleiner  Abfall  der  Koagulationstemperatur,  der  bei  weiteren  Zu- 
sätzen immer  ausgeprägter  wurde.  Dieser  Befund  Halliburton  s, 
daß  die  allgemeine  Wirkung  der  Säure  in  einer  Beschleunigung  des 
Koagulationsprozesses  besteht,  wurde  von  Haycraft  und  Duggan 
( 1890)  bestätigt. 

Eine  gewisse  Verwirrung,  welche  bezüglich  dieses  Gegenstandes 
herrscht,  ist  dem  Umstande  zuzuschreiben,  daß  das  Kriterium  der 
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Tabelle  VIII 

Denaturierung  einer  kristallinischen  (0,99 prozentigen)  Eieralbumin- 
lösung mit  einer  bestimmten  ursprünglichen  Azidität  und  nach  Zusatz 
wechselnder  Mengen  von  Ammoniak  bei  69°  C. 
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2eit  des  unter- 
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Filtrats 
in 
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in 
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&o  ° e 2 fc 
Eifc-ge- 
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Wasserstoffionen- 
konzentration, 
ausgedrückt  in 
Normalitäten 


1 


2 


3 


4 


5 


6 


7 


0 


1,60 


2,40 


3,20 


3,53 


4,01 


4,81 


0 

8 

10 

11 

12,5 

15 

10 

15 

22 

30 

50 

80 

10 

20 

40 

81 

150 

337 

10 

20 

40 

86 

165 

10 

30 

60 

120 

241 

420 

600 

10 

40 

90 

215 

300 

645 

10 

85 

180 

360 

741 

1443 


Kontrolle 

— 

9,901 

I 

22 

0,1262 

5,737 

l 71 
1 

23 

0,1022 

4,444 

24,5 

0,0989 

4,037 

22,5 

0,0800 

3,555 

1 

34,5 

0,0999 

2,896 

16 

0,1260 

7,876 

16,5 

0,1105 

6,697 

22,5 

0,1257 

| 5,587 

57,5 

23 

0,1111 

4,831 

32 

0,1172 

3,663 

18 

0,0506 

2,811 

17 

0,1461 

8,594 

16 

0,1168 

7,301 

20 

18 

0,1180 

0,0795 

5,900 

4,416 

■ 150 

22,5 

0,0806 

3,582 

28,5 

0,0716 

2,512 

17 

0,1458 

8,576 

15,5 

0,1246 

8,040 

8,5 

0,0636 

7,482 

>240 

30 

0,1809 

6,030 

21 

0,1025 

4,881 

1 

12,7 

0,1201 

9,458 

15,5 

0,1279 

8,251 

16 

0,1144 

7,151 

18,5 

0,1058 

5,719 

>300 

18,7 

0,0802 

4,288 

14,8 

0,0428 

2,892 

36 

0,0709 

1,969 

13 

0,1230  9,461 

12,5 

0,1000  8,001 

16 

0,1073 

6,707 

>370 

17,5 

0,0836 

4,777 

20 

0,0810 

4,050 

24 

0,0589, 

2,454 

15 

0,1462 

9,747 

15 

0,1104! 

7,360 

14,5 

0,0838 

5,779 

480 

14,3 

0,0598 

4,184 

21 

0,0585 

2,786 

30 

0,0604 

2,013 

0,4225 


10-4,6 
(=  251  10-7) 


0,0522 


10-5,3 

(=  50,1  x 10-7) 


0,0200 


10-5,75 

(17,8x10-7) 


0,0125 


10-6,45 

(3,55  x 10-7) 


0,0100 


10-6,8 

(1,6  x 10-7) 


0 0081  10'7’39 
0,008!  (0,41x10-7) 


0,00625 


10-7,6 

(0,25  x 10-7) 
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Neutralität  früher  von  der  Verwendung  von  Indikatoren  abhängig  war, 
das  ist  also  von  Substanzen,  die  in  vielen  Fällen  stärkere  Säuren  oder 
Basen  sind,  als  die  Eiweißkörper  selbst. 

In  den  folgenden  Versuchen,  in  denen  wir  den  Einfluß  von  Säure 
und  Alkali  auf  die  Denaturierungsgeschwindigkeit  des  Eieralbumins1) 
untersuchten,  haben  wir  deswegen  soweit  als  möglich  unsere  Versuche 
durch  direkte  Bestimmungen  der  Wasserstoffionen- Konzentration 
kontrolliert. 

Einfluß  der  Säure.  In  Tabelle  VIII  sind  die  Ergebnisse  von 
sechs  Versuchen  zusammengestellt,  die  mit  derselben  Probe  von 
reinem  Eieralbumin  bei  einer  konstanten  Temperatur  von  69°  C aus- 
geführt wurden ; der  Unterschied  in  denselben  bestand  nur  in  der 
Reaktion  der  verwendeten  Albuminlösungen.  Es  wurde  eine  deutliche 
saure  Albuminlösung  hergestellt  und  ihre  Reaktion  durch  Zusatz  ge- 
nügender Mengen  von  Alkali  in  die  Nähe  des  Neutralpunktes  gebracht. 


Fig.  4 

Einfluß  von  Säure  auf  die  Denaturierungsgeschwindigkeit  bei  69°  C von  1 Proz. 
Eieralbuminlösungen,  welchen  wechselnde  Mengen  von  Alkali  zugesetzt  wurden. 
Ordinate  = Albuminkonzentration  in  mg  pro  ccm.  Abszisse  = Zeit  in  Minuten. 

1.  Ausgangslösung,  Reaktion  sauer,  d.  h.  H+- Ionenkonzentration  größer  als  die 

des  destillierten  Wassers. 

2.  Zusatz  von  1,6  ccm  ^ NH4OHprog  Eiweiß,  Reaktion  sauer,  d.h 

3.  Zusatz  von  2,4  ccm  j 

4.  Zusatz  von  3,2  , ' n NH40  H pro  g Eiweiß, Reaktion  sauer, d.h 

5.  Zusatz  von  3,53  , j 

6.  Zusatz  von  4,01  ccm  jn  NH  QH  Eiweiß,  Reaktion  alkalisch,  d.  h. 

7.  Zusatz  von  4,81  .MO  4 v 6 

H^~  - Ionenkonzentration,  kleiner  als  die  des  destillierten  Wassers. 
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i)  Hämoglobin  konnte  wegen  seiner  außerordentlichen  Säureempfindlichkeit 
nicht  für  diesen  Zweck  verwendet  werden,  deswegen  beschränken  wir  unsere 
Versuche  auf  das  kristallinische  Eieralbumin. 
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Dies  ist  jedenfalls  nur  ein  sehr  kleines  Aziditätsgebiet,  jedoch  war 
es  das  größte,  was  wir  innerhalb  der  Schranken  unserer  experimentellen 
Methodik  für  irgendeine  beliebige  Temperatur  erzielen  konnten.  Die 
Reaktionsgeschwindigkeit  bei  der  höchsten  verwendeten  Azidität 
(Versuch  1 ) war  so  groß,  daß  eine  Beobachtung  derselben  gerade 
eben  noch  möglich  war,  während  der  Versuch  mit  neutraler  Lösung 
12  Stunden  erforderte. 

Diese  Ergebnisse  sind  in  Fig.  4 graphisch  dargestellt,  in  welcher 
die  Konzentration  des  in  Lösung  gebliebenen  Albumins  für  sieben 
verschiedene  Aziditätsgrade  als  Funktion  der  Zeit  aufgetragen  ist. 
Die  Punkte  liegen  auf  einfachen  Kurven,  aber  die  Reaktions- 
geschwindigkeit nimmt  schneller  ab,  als  es  sich  aus  der  Konzen- 
trationsverminderung erklären  läßt;  die  Natur  der  Kurven  ist  noch 
nicht  bestimmt  worden. 

Um  daher  einen  quantitativen  Vergleich  der  Koagulationsge- 
schwindigkeiten bei  verschiedenen  Säuregraden  durchführen  zu  können, 
wurden  die  mittleren  Geschwindigkeiten  aus  den  Zeiten  bestimmt,  die 
notwendig  sind,  um  die  Albuminkonzentration  von  6 mg  pro  ccm  auf 
3 mg  pro  ccm  herabzusetzen.  Die  entsprechenden  Zahlen  wurden  aus 
den  Kurven  in  Fig.  4 erhalten  und  finden  sich  in  der  achten  Kolonne 
von  Tabelle  VIII  angegeben. 


Fig.  5 


Die  Beziehung  zwischen  der  mittleren  Geschwindigkeit  der  Denaturierung  von 
tieralbumin  (in  einprozentiger  Lösung)  und  der  Wasserstoftionenkonzentration 

der  Lösung. 


Ordinate  - Wasserstoffionenkonzentration,  ausgedrückt  in  Normalitäten. 
Abszisse  = mittlere  Koagulationsgeschwindigkeit  in  mg  pro  ccm. 
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Diese  Zahlen  zeigen,  daß  mit  der  Verminderung  der  Säure  die 
Koagulationsgeschwindigkeit  sinkt,  und  zwar  zuerst  sehr  schnell,  später 
langsamer;  die  Wirkung  steht  zur  zugesetzten  Alkalimenge  in  keinem 
einfachen  Verhältnis.  Dies  läßt  sich  auch  aus  Fig.  5 ersehen,  in 
welcher  die  mittlere  Denaturierungsgeschwindigkeit  als  Abszisse,  die 
Wasserstoffionenkonzentration  als  Ordinate  aufgetragen  ist.  Es  zeigt 
sich  keine  bestimmte  Beziehung,  wohl  aber  ist  zu  ersehen,  daß 
Aenderungen  der  Azidität  in  dem  Bereiche  der  Wasserstoffionen- 
konzentrationen von  10‘5  bis  10"7  normal  von  mächtigem  Einfluß  auf 
die  Reaktionsgeschwindigkeit  sind. 

Die  obigen  Ergebnisse  erklären  die  alte  Beobachtung,  daß  Er- 
höhung der  Azidität  eine  Erniedrigung  der  Koagulationstemperatur  von 
Eiweißlösungen  bewirkt  und  bestätigen  im  wesentlichen  die  bereits 
besprochenen  Befunde  Halliburton ’s  (1884)  an  Serumproteinen. 
In  unseren  Versuchen  ist  die  Säurewirkung  viel  auffallender,  was 
folgendermaßen  zu  erklären  ist.  Der  Säureeinfluß  wurde  durch  Ver- 
gleichung der  Koagulationsgeschwindigkeiten  bei  konstanter  Temperatur 
bestimmt,  während  Halliburton  die  „ Koagulationstemperaturen “ 
verglich,  d.  h.  also  jene  Temperaturen,  bei  welchen  die  Koagulation 
mit  annähernd  derselben  Geschwindigkeit  stattfindet.  Bei  einem  Prozeß 
mit  hohem  Temperaturkoeffizienten  ist  erstere  Methode  exakter.  Eine 
Säuremenge,  welche  die  Koagulationsgeschwindigkeit  bei  einer  ge- 
gebenen Temperatur  verdoppeln  würde,  erniedrigt  die  scheinbare 
„Koagulationsgeschwindigkeit“  nur  um  ungefähr  1°  C. 

Einfluß  von  Alkali.  Das  verwendete  Material  bestand  wieder 
in  umkristallisiertem  Eieralbumin;  das  Ammoniumsulfat  wurde  in  diesem 
Fall  durch  Dialyse  entfernt ').  Es  wurden  hiervon  verschiedene  Lösungen 
hergestellt,  welche  alle  1 Proz.  Eiweiß  und,  nach  Zusatz  einer  Standard- 
lösung von  Natriumhydroxyd,  verschiedene  Konzentrationen  von  freiem 
Alkali  enthielten.  Ein  Kontrollversuch  wurde  mit  der  ursprünglichen 
normalen  Lösung  ausgeführt,  welche  schwach  sauer  reagierte  (ent- 
sprechend einer  H+- Ionenkonzentration  von  ca.  10‘5n).  Die  Versuchs- 
methodik war  ähnlich  jener  für  die  sauren  Lösungen  beschriebenen, 
ln  diesem  Falle  aber  waren  die  in  der  Lösung  herrschenden  Be- 
dingungen derartige,  daß  sie  die  Agglutination  des  denaturierten 
Eiweißes  verhinderten.  Es  war  daher  nötig,  die  Reaktion  und  den 
Salzgehalt  des  gekühlten  Filtrates  derart  zu  regulieren  (siehe  unten), 

X)  Die  Gegenwart  von  (NH^SO*  kompliziert  die  Reaktionsveränderung 
bei  Alkalizusatz. 
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daß  das  veränderte  Eiweiß  ausfallen  konnte.  Die  gewählte  Tem- 
peratur betrug  64,50  C;  alle  Lösungen  wurden,  bevor  sie  in  den 
Thermostaten  kamen,  auf  20°  C erwärmt,  und  acht  Minuten  wurden 
bis  zur  Entnahme  der  ersten  Probe  verstreichen  gelassen,  damit  Rohre 
und  Inhalt  die  geforderte  Temperatur  annehmen  konnten. 

Die  Proben  erschienen  in  ihrem  Aussehen  gänzlich  unverändert, 
beim  Ansäuern  derselben  erfolgte  hingegen  je  nach  der  Länge  der 
Zeit,  während  welcher  die  Lösungen  erhitzt  worden  waren,  eine  mehr 
oder  weniger  starke  Ausfällung. 

Es  ist  gezeigt  worden,  daß  für  eine  genügende  Ausfällung  des 
erhitzten  Eiweißes  eine  bestimmte,  schwach  saure  Reaktion  notwendig  ist. 
Das  Aziditätsoptimum  für  die  Agglutination  von  denaturiertem  Eiklar 
wurde  von  S.  P.  L.  Sörensen  und  E.  Jürgensen  auf  2 x 10'5  normal 
und  das  der  denaturierten  Serumproteine  von  L.  Michaelis  und 
P.  R o n a auf  0,3  x 1 0‘5  (also  mit  dem  isoelektrischen  Punkte  koinzidierend) 
angegeben.  Bei  Gegenwart  von  Elektrolyten  können  diese  Verhält- 
nisse in  mannigfacher  Weise  modifiziert  werden.  Wir  fanden  z.  B., 
daß  das  Gebiet,  in  welchem  denaturiertes  Eieralbumin  bei  69°  und 
bei  Gegenwart  einer  kleinen  (NH^SO^-Menge  sich  agglutiniert, 
zwischen  den  Wasserstoffionenkonzentrationen  10‘4>6n  (=2,5xl0*5) 
normal  und  10-7>4n  (=  0,004  x IO"5)  gelegen  war. 

Um  eine  Agglutination  hervorzurufen,  gingen  wir  in  der  folgenden 
Weise  vor:  Die  Proben  wurden  durch  Zusatz  von  n/10  Essigsäure 
angesäuert,  und  zwar  wurde  ein  wenig  mehr  Säure,  als  dem  ursprüng- 
lichen Alkalizusatz  entsprach,  hinzugefügt;  hierauf  wurde  die  Lösung 
mit  einer  genügenden  Menge  von  reinem  Natriumchlorid  gesättigt1). 
Nach  24  ständigem  Stehen  wurde  das  „ Hitze  -Koagulum“  in  einem  ge- 
messenen Volumen  des  Filtrates  bestimmt.  Bei  Berechnung  der  Konzen- 
tration des  unveränderten  Albumins  in  der  ursprünglichen  Probe  wurde 
die  Verdünnung  des  Eiweißgehaltes  durch  den  Essigsäurezusatz  und  die 
Sättigung  mit  Salz  berücksichtigt. 

Die  „Alkalinität“  der  verschiedenen  Lösungen  wurde  gleichfalls 
untersucht.  Es  wurden  mit  Hilfe  der  von  L.  Michaelis  und  P.  R o n a 
(1909,  I)  empfohlenen  Methode  direkte  Bestimmungen  der  H+-Ionen- 
konzentration  ausgeführt  und  hieraus  die  Hydroxylionenkonzentration 

9 Diese  Methode  wurde  als  geeignet  befunden,  eine  vollständige  Ausfüllung 
des  denaturierten  Eiweißes  auch  ln  jenen  Fällen  zu  gewährleisten,  in  denen  die 
Reaktion  nicht  genau  bis  auf  den  optimalen  Punkt  für  die  Agglutination  korrigiert 
worden  war. 
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berechnet,  indem  die  Dissoziationskonstante  des  Wassers  als  IO'14-14 
angenommen  wurde  (S.  P.  L.  S ö r e n s e n 1909,  161). 

Die  Ergebnisse  dieser  Versuche  sind  in  Tabelle  IX  wiedergegeben 
und  in  Fig.  6 graphisch  dargestellt. 

Tabelle  IX 

Denaturierung  von  dialysiertem,  kristallinischem  Eieralbumin  (1,03  pro- 
zentige  Lösung)  bei  64,5°  C und  natürlicher  (saurer)  Reaktion  und 
nach  Zusatz  von  genügenden  Mengen  von  Na(OH),  um  eine 
alkalische  Reaktion  der  Lösung  herbeizuführen. 


Versuch 

„ n/10  Na  OH 
8 zugesetzt  pro 
g Eiweiß  in 

Zeit 

in 

Minuten 

C/>  , 1 

W.JL  3 

• -a  wjd 

§1.0-0  E 

mg  pro  ccm 

H+- Konzen- 
tration, aus- 
gedrückt in 
Normalitäten 

Berechnete 
OH'  - Konzen- 
tration in 
Normalitäten1 2) 

Zeit  erforderlich 
für  die  Vermin- 
derung der  Kon- 
zentration des 
gelösten  Albu- 
mins von  9 mgpro 
ccm  auf  7,12  mg 
pro  ccm.  Min. 

1 

0 

0 = Kontr. 

10,30 

10-4,91  n 

18,5 

(124x10-7  n) 

8 

9,61 

— 

— 

37 

6,64 

— 

— 

83 

4,85 

— 

— 

154 

3,61 

10-5,48  n 

— 

(33x10-7  n) 

2 

5,0 

0 = Kontr. 

10,30 

10-io,36  n 

10-3,78  n 

1472 

(1,67  x 10-4  n) 

8 

9,73 

— 

— 

69 

8,63 

— 

— 

177 

8,15 

— 

— 

303 

7,89 

— 

— 

440 

7,75 

10-9,43  n 

10-4,71  n 

(0,19  x 10-4  „) 

1520 

7,12 

10-8,90  n 

10-5,24  n 

(0,058x  10-4  n) 

3 

10,0 

0 = Kontr. 

10,30 

10-11,40  n 

10-2,75  n 

13,5 

(18x10-4  n) 

8 

8,91 

— 

— 

54 

5,96 

— 

— 

99 

5,33 

— 

— 

153 

4,80 

— 

— 

240 

4,25 

10-11,12  n 

10-3,02  n 

(9,6  x 10-4  n) 

Im  Versuch  2,  wo  die  Reaktion  auf  der  alkalischen  Seite  des 
Neutralpunktes  lag  (die  Hydroxylionenkonzentration  betrug  1 0 3,8  n). 


1)  Mit  Rücksicht  auf  die  Verdünnung  durch  die  Sättigung  mit  Na  CI  und 
den  Zusatz  von  n/10  Essigsäure  hat  bei  den  Versuchen  2 und  3 eine  ent- 
sprechende Korrektur  stattgefunden. 

2)  Die  Dissoziationskonstante  des  Wassers  wurde  als  10-14.14  angenommen. 
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ging  die  Denaturierung  bei  64,5°  C so  langsam  vor  sich,  daß  nach 
Verlauf  von  mehr  als  24  Stunden  bloß  30  Proz.  des  Gesamt- 
eiweißes verändert  worden  waren.  Bei  Zusatz  von  noch  mehr  Alkali 
(Vers.  3,  O -Konzentration  beträgt  10'2>7n)  nahm  die  Denaturierungs- 
geschwindigkeit so  zu,  daß  sie  mit  jener  der  ursprünglichen,  schwach 
sauren  Lösung  (Vers.  1)  vergleichbar  wurde. 


Hg.  6 

Einfluß  von  Alkali  auf  die  Denaturierung  von  kristallinischem  Eieralbumin  in 

einprozentiger  Lösung,  bei  64,5°  C. 

I.  Bei  der  ursprünglichen  (schwach -sauren)  Reaktion. 

II.  Nach  Zusatz  von  5,0  ccm  ) / , a m u 

UI  |Q  q }n/10  NaOH  pro  g Eiweiß. 

Ordinate  = Konzentration  des  in  Lösung  bleibenden  Albumins  in  mg  pro  ccm. 

Abszisse  = Zeit  in  Minuten. 

Der  Reaktionsverlauf  in  alkalischen  Lösungen  befolgt,  ebenso  wie 
es  bei  den  sauren  Lösungen  der  Fall  war,  kein  einfaches  Gesetz. 
Die  Reaktionsgeschwindigkeit  bleibt  nicht  der  Konzentration  des  un- 
veränderten Albumins  proportional,  sondern  weicht  im  weiteren  Ver- 
lauf des  Versuches  immer  mehr  von  dem  theoretischen  Wert  ab;  dies 
beruht  auf  der  fortschreitenden  Verminderung  der  Alkalinität  (siehe 
Vers.  2)^welche  gleichzeitig  in  der  Lösung  stattfindet.  Diese  Aenderung 
der  OH  -Konzentration  ist  völlig  vergleichbar  mit  der  fortschreitenden 
Aziditatsverminderung  während  der  Hitzekoagulation  saurer  Lösungen. 

e'n  direkter  Vetgleich  der  Geschwindigkeitskonstanten  nicht 
möglich  war,  wurden  im  Falle  der  Versuche  1,  2 und  3 (Tab  IX)  die 
Denaturierungsgeschwindigkeiten  dadurch  verglichen,  daß  die  Zeiten 
betrachtet  wurden,  welche  in  den  verschiedenen  Fällen  nötig  sind  um 
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eine  genau  gleiche  Menge  des  vorhandenen  Eiweißes  zu  koagulieren. 
Dies  geschah  unter  Zuhilfenahme  der  Kurven  in  Fig.  6;  die  erhaltenen 
Zahlen  finden  sich  in  der  letzten  Kolonne  der  Tabelle  IX.  Leider 
war  es  wegen  der  geringen  Geschwindigkeit  in  Versuch  2 nur  möglich, 
den  Vergleich  über  einen  kleinen  Teil  der  Kurven  auszudehnen;  die 
erhaltenen  Zahlen  sind  aber  sehr  deutlich.  Vergrößerung  der  ur- 
sprünglichen Basizität  von  einer  OH~- Konzentration  von  10'3>8  auf 
eine  solche  von  IO'2«7  war  von  einer  durchschnittlichen  Zunahme  der 
Denaturierungsgeschwindigkeit  um  mehr  als  das  Hundertfache  begleitet. 

Die  oben  beschriebenen  Versuche  mit  sauren  Lösungen  zeigten,  daß 
bei  69°  C die  Koagulationsgeschwindigkeit  fortschreitend  abnahm,  wenn 
die  ursprüngliche  Azidität  (entsprechend  einer  H~^- Konzentration  von 
1 0-4,6°  n)  durch  Zusatz  von  Ammoniak  herabgesetzt  wurde.  Diese  Ver- 
suche wurden  bis  in  die  Nähe  des  Neutralpunktes  fortgesetzt  (Wasser- 
stoffionenkonzentration gleich  10'7  n);  aber  ehe  noch  dieser  Punkt 
erreicht  wurde,  erschienen  die  Aenderungen  in  der  Reaktionsge- 
schwindigkeit weniger  ausgeprägt,  wie  denn  auch  die  absoluten  Unter- 
schiede in  der  Wasserstoffionenkonzentration  ganz  unbedeutend  waren, 
im  Vergleich  zu  jenen,  die  zwischen  den  stärker  sauren  Lösungen 
existierten.  Es  hat  daher  den  Anschein,  als  ob  in  der  Nähe  des 
Neutralpunktes  eine  Aenderung  in  der  Wasserstoff-  oder  Hydroxyl- 
ionenkonzentration  einen  bedeutend  geringeren  Einfluß  auf  die  Dena- 
turierungsgeschwindigkeit ausübte,  als  in  den  entfernter  davon  liegenden 
Konzentrationen. 

Es  gibt  noch  einige  andere  Beispiele,  welche  den  Einfluß  von 
Säure  und  Alkali  auf  Wirkung  des  heißen  Wassers  auf  Eiweißkörper 
zeigen  und  welche  ein  Analogon  zu  dem  bilden,  was  wir  beim  Eieralbumin 
gefunden  haben.  L.  W.  Farn  ul  ener  und  Th.  Madsen  (1908)  zeigten, 
daß  die  Zerstörung  der  Aktivität  der  Antigene,  Vibriolysin,  Tetanolysin, 
Ziegenserumhämolysin  durch  heißes  Wasser  als  Reaktion  „ erster 
Ordnung“  vor  sich  geht  und  daß  die  Reaktionsgeschwindigkeit  bei 
neutraler  Reaktion  der  Lösung  ein  Maximum  hatte  und  durch  Säure- 
wie  Alkalizusatz  in  steigendem  Maße  erhöht  wurde. 

O.  Streng  (1909)  zeigte,  daß  die  Geschwindigkeit  der  Zerstörung 
des  „ Coliagglutinins“  durch  heißes  Wasser  bei  Zusatz  von  Säure 
oder  Alkali  sehr  viel  gesteigert  wird.  Er  zeigte  auch,  daß,  sogleich  in 
einigen  Fällen  die  Reaktion  nach  dem  „monomolekularen“  Typus  ver- 
lief, in  vielen  anderen,  wozu  auch  die  Versuche  gehören,  wo  zur  Lösung 
Alkali  zugesetzt  worden  war  (96),  die  Reaktionsgeschwindigkeit  während 
des  Prozesses  fortschreitend  langsamer  wurde  und  geringer  war,  als 
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man  erwarten  müßte,  wenn  sie  proportional  der  Mengen  des  un- 
veränderten Agglutinins  geblieben  wäre.  Wir  haben  gezeigt,  daß  die 
Koagulation  des  kristallisierten  Oxyhämoglobins  durch  heißes  Wasser 
als  Reaktion  „erster  Ordnung“  verläuft  und  H.  Hartridge  (1912)  hat 
unsere  Ergebnisse  am  Hämoglobin  bestätigt  und  gezeigt,  daß  dasselbe 
auch  für  alkalisches  Methämoglobin  gilt;  die  Reaktionsgeschwindigkeit 
ist  im  letzteren  Falle  bedeutend  größer  als  die  des  Hämoglobins  bei 
derselben  Temperatur.  Hariette  Chick  zeigte  (1910)1),  daß  die 
Abtötungsgeschwindigkeit  von  Bakterien,  die  im  heißen  Wasser 
suspendiert  worden  waren,  und  welche  den  Typus  einer  „mono- 
molekularen“ Reaktion  aufweist,  in  überraschendem  Maße  durch  den 
Zusatz  kleiner  Mengen  von  Säure  oder  Alkali  zu  dem  destillierten 
Wasser,  in  welchem  sie  erhitzt  wurden,  beschleunigt  wird. 

L.  W.  Farn  ulen  er  und  Th.  Madsen  betrachteten  die  oben  er- 
wähnte beschleunigende  Wirkung  als  eine  Katalysewirkung.  Wir 
ziehen  vor,  sie  einem  Unterschied  in  den  Eigenschaften  des  Eiweißes 
zuzuschreiben,  je  nachdem  dasselbe  allein  oder  in  Verbindung  mit 
Säure  und  Alkali  als  Salz  vorkommt.  Wir  sind  der  Meinung,  daß 
Eiweißsalze  bei  der  gleichen  Temperatur  schneller  denaturiert  werden 
als  das  amphotere  Eiweiß  und  daß  die  Denaturierungsgeschwindigkeit 
von  dem  Grad  der  stattgefundenen  Salzbildung  abhängt. 


Es  gibt  eine  Anzahl  von  Beobachtungen,  die  dartun,  daß  Eiweiß- 
salze in  stärkerem  Maße  Wasser  anziehen,  als  elektrisch  neutrale 
Eiweißteilchen.  Wo.  P au  1 i und  H.  H a n d o v s ky  (1909)  und  C.  Schorr 
(1911)  haben  gezeigt,  daß  Eiweiß  nach  Säure-  oder  Alkalizusatz  viel 
schwerer  durch  Alkohol  aus  seinen  Lösungen  gefällt  wird.  Lösungen 
von  Eiweißsalzen  haben  auch  eine  größere  Viskosität  als  nicht- 
lomsiertes  Eiweiß.  Die  gleiche  Beobachtung  machten  E.  Laqueur 
und  O.  Sackur  beim  Kasein. 

Nach  E.  Hatschek  (1910  und  1911)  würde  dies  auf  eine 
Aenderung  des  Phasenverhältnisses  in  der  kolloiden  -Lösnna  Hpiifpn 


zu  sagen.  R.  Chiari  ist 


ein  Druckfehler;  statt 
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kürzlich  durch  Versuche  mit  Gelatine  zu  dem  Schluß  gekommen, 
daß  in  jenen  Flüssigkeiten  ein  Minimum  der  Quellung  bzw.  der 
Wasseraufnahme  stattfindet,  deren  Reaktion  (H"^- Konzentration  2x  1 0‘5  n) 
mit  dem  isoelektrischen  Punkte  des  Eiweißes  zusammenfällt. 

Die  vergrößerte  Denaturierungsgeschwindigkeit  von  Eiweiß  bei 
Gegenwart  von  Säure  und  Alkali  gehört  in  eine  Kategorie  mit  diesen 
Beobachtungen  und  kann  gleichfalls  auf  die  größere  Wasseraufnahme  der 
Eiweißsalze  bezogen  werden.  Gleichzeitig  ist  es  aber  auch  möglich,  daß 
die  Wirkung  eine  indirekte  ist,  indem  die  vermehrte  Wasseraufnahme 
dadurch,  daß  sie  die  Oberflächenspannung  zwischen  den  Eiweiß -Wasser- 
teilchen herabsetzt,  zur  Bildung  kleinerer  Aggregate  und  demzufolge 
zu  einer  Vergrößerung  der  reagierenden  Oberfläche  führt. 

Der  Zusatz  von  Neutralsalzen  zu  sauren  oder  alkalischen  Eiweiß- 
lösungen bewirkt  in  allen  obigen  Beispielen  den  entsprechenden 
antagonistischen  Effekt.  Die  Alkoholfällbarkeit  wird  hergestellt,  die 
innere  Reibung  erniedrigt  (Wo.  Pauli  und  H.  Handovsky, 
C.  Schorr  1.  c.),  die  Quellung  in  Wasser  wird  vermindert  (M.  H. 
Fischer,  R.  Chiari)  und  die  Geschwindigkeit  des  Denaturierungs- 
prozesses wird  in  Gegenwart  von  Neutralsalzen  gleichfalls  stark  herab- 
gesetzt (siehe  S.  87). 

c)  Die  Denaturierung,  ein  Prozeß  „erster  Ordnung“ 
bei  Konstanz  der  Reaktion. 

Es  ist  selbstverständlich  aussichtslos,  die  Natur  der  zwischen 
heißem  Wasser  und  Eieralbumin  stattfindenden  Reaktion  mit  Hilfe 
solcher  Versuche,  wie  wir  sie  oben  mitgeteilt  haben,  ergründen  zu 
trachten.  Sowohl  die  Eiweißkonzentration  wie  die  Reaktion  der 
Lösung  (Azidität  bzw.  Alkalinität)  ändern  sich  gleichzeitig,  weil  das 
Eiweiß  bei  seiner  Abscheidung  aus  der  Lösung  Säure  bzw.  Alkali  mit 
sich  reißt,  je  nachdem  die  Lösung  ursprünglich  sauer  oder  alkalisch 
reagierte.  Die  Geschwindigkeit  des  Vorganges  hat  sich  gegenüber 
Reaktionsänderungen  als  so  außerordentlich  empfindlich  erwiesen,  daß 
es  für  jede  derartige  Untersuchung  ein  unbedingtes  Erfordernis  ist, 
die  Konzentration  der  Wasserstoff-  bzw.  Hydroxylionen  während  des 
ganzen  Versuches  konstant  zu  erhalten. 

ln  saurer  Lösung.  Unser  erster  Versuch,  eine  solche  Konstanz 
zu  erreichen,  bestand  darin,  eine  möglichst  wenig  ionisierte  Säure, 
wie  die  Buttersäure,  zu  verwenden,  da  wir  hofften,  daß  die  während 
der  Koagulation  gebundene  Säuremenge  keine  Verminderung  H -Kon- 
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zentration  bewirkt,  daß  also  mit  anderen  Worten  der  große  nicht- 
ionisierte  Teil  der  Säure  als  Reserve  von  Wasserstoffionen  fungiert. 
Wir  stellten  einen  dementsprechenden  Versuch  an,  in  welchen  die 
Koagulation  bei  Anwesenheit  von  0,1  n Buttersäure  erfolgte. 

Die  Versuchsmethodik  in  diesen  und  allen  folgenden  Versuchen 
war  ganz  gleich  der  oben  beschriebenen.  Das  verwendete  Material 
bestand  gleichfalls  in  einer  Lösung  von  reinem  umkristallisierten  Eier- 
albumin. Die  einprozentige  Albuminlösung  enthielt  0,26  Proz.  von 
Ammonsulfat.  Die  Ergebnisse  finden  sich  in  Tabelle  X zusammen- 
gestellt. 


Tabelle  X 

Denaturierung  einer  einprozentigen  Lösung  von  kristallinischem  Eier- 
albumin bei  56,2°  C in  Gegenwart  eines  Ueberschusses  von  Butter- 
säure; die  Wasserstoffionenkonzentration  beträgt  anfänglich  10'3-39n 
(=  4070x  10-7n);  nach  20  Minuten  IO'3-47  (=3370x  10'7n). 


Zeit 

in 

Minuten 
= t 

Menge  des 
untersuchten 
Filtrates  in 
ccm 

Gewicht 

des 

Koagulums  in 

....  g 

Restliches 
Albumin  in 
mg  pro  ccm 
= C 

tZ^dogCo-logC)1) 

0 

8 =t0 
10,1 
12 
15 
20 

Kontrolle 

11,2 

14,6 

18,3 

19,2 

50 

0,0623 

0,0554 

0,0513 

0,0363 

0,0634 

10,100 
5,593  = C0 
3,795 
2,803 
1,891 
1,268 

0,0790 

0,0742 

0,0669 

0,0535 

Der  Versuch  war  nur  teilweise  erfolgreich,  denn  die  Wasserstoff- 
ionenkonzentration wurde  im  Verlaufe  des  Prozesses  um  ca  15  Proz 
vermindert,  indem  sie  von  4070  xf0-7  beim  Beginn  der  Trübung 
bis  nach  20  M, nuten,  wobei  der  größte  Teil  des  Eiweißes  schon  aus- 
gefallen war,  auf  3370  X10‘7  gesunken  war. 

Wir  versuchten  deswegen,  die  Konstanz  der  Azidität  mit  Hilfe  einer 
sehr  schwachen  Säure  herzustellen,  indem  wir  die  Lösung  mit  dieser 

blieT  W°bei  "°Ch  ei"  Ueberschuß  ™"  ungelöster  Säure  zurück- 

s bs,  bei“  ei  t ZWeCke  Ve™endete"  W-  *e  Borsäure,  welche 

zu  hlhe  W Te™peralur  von  50»  C noch  keine  für  unsere  Zwecke 

“serstoffionenkonzentration  aufweist.  In  einer  gesättigten 

B r i gß’scher^ans^tt *eS 7 Ausdrucks  slnd  in  diesen  und  anderen  Fällen  mittels 
g8  scher  anstatt  naturhcher  Logarithmen  ausgerechnet. 
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Lösung  bei  51°  C,  bei  welcher  die  Versuche  ausgeführt  wurden,  ist 
die  Wasserstoffionenkonzentration  noch  kleiner  als  n/1000  (10'34  = 
8x  10'4  normal). 

Es  wurde  Sorge  dafür  getragen,  die  Borsäure  durch  Umkristalli- 
sieren zunächst  zu  reinigen.  Dann  wurden  diese  Kristalle  im  Ueber- 
schuß  zu  einer  1 ,5  prozentigen  Albuminlösung  hinzugefügt  und 
langsam  bis  auf  49°  erwärmt.  Beim  Versetzen  der  Röhre,  welche  die 
Lösung  enthielt,  in  das  Wasserbad  von  51°  wurde  ein  weiterer  kleiner 
Ueberschuß  hinzugefügt,  so  daß  die  Lösung  in  dem  ungelösten  Rest 
eine  Säurereserve  besaß,  aus  welchem  sie  Säure  entnehmen  konnte, 
wenn  aus  ihr  Säure  entfernt  wurde.  Unter  diesen  Verhältnissen 
erwiesen  sich  fünf  Minuten  genügend,  damit  Röhre  und  Inhalt  die 
Temperatur  des  Bades  annahmen.  Von  Zeit  zu  Zeit  wurden  Proben 
entnommen,  abgekühlt,  filtriert  und  die  Konzentration  des  gelöst 
bleibenden  Albumins  in  der  gewöhnlichen  Weise  bestimmt. 

Tabelle  XI 

Denaturierung  einer  1 ,5  prozentigen  Lösung  von  kristallinischem  Eier- 
albumin bei  51,1°  C in  Gegenwart  gesättigter  Borsäure;  Wasser- 
stoffionenkonzentration während  des  ganzen  Versuches 
= IO’3-1 *  n (8000X  10‘7  n)1). 


Zeit 

in 

Minuten 
= t 

Menge  des 
untersuchten 
Filtrates  in 
ccm 

Gewicht 

des 

Koagulums  in 
g 

Gelöst  bleiben- 
des Albumin, 
mg  pro  ccm 
= C 

-L- (log  C0— log  C) 
t - 10 

5 — 10 

12 

0,1243 

10,358  = C0 



15 

15 

0,1306 

8,707 

0,0075 

30 

19,5 

0,1332 

6,831 

0,0072 

62 

28,8 

0,1098 

3,813 

0,0076 

101 

• 

30 

0,0650 

2,166 

0,0071 

Die  Resultate  sind  in  Tabelle  XI  mitgeteilt,  ln  der  fünften 
Kolonne  sind  die  Werte  der  Geschwindigkeitskonstanten  angegeben, 
die  unter  der  Voraussetzung  berechnet  wurden,  daß  die  Koagulations- 
geschwindigkeit bloß  proportional  der  Eiweißkonzentration  ist;  der 
erhaltene  sehr  konstante  Wert  bestätigt  diese  Voraussetzung  und  zeigt, 
daß  die  Richtigkeit  derselben  nachgewiesen  werden  kann,  wenn  man 
dafür  Sorge  trägt,  eine  Aenderung  in  der  Säurekonzentration  zu  ver- 

i)  Mittels  der  Sörensen 'sehen  Methode  (1909)  bestimmt,  indem  die 

Färbung,  welche  Methylorange  mit  einer  konzentrierten  Lösung  von  Borsäure 

bei  51  °C  gab,  gleich  jener  einer  bestimmten  Zitratmischung  war. 
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meiden.  Das  gleiche  findet  sich  in  Fig.  7 dargestellt,  wo  der  Loga- 
rithmus der  Eiweißkonzentration  als  Ordinate,  die  Zeit  als  Abszisse 
aufgetragen  ist  und  die  erhaltenen  Punkte  auf  eine  gerade  Linie  zu 
liegen  kommen. 


Denaturierung  von  Eieralbumin  in  Gegenwart  gesättigter  Borsäure  bei  51,1°  C. 
Ordinate  = log10  (der  Konzentration  des  gelösten  Albumins  in  mg  pro  ccm). 

Abszisse  = Zeit  in  Minuten. 

Die  Werte  dieser  Geschwindigkeitskonstante  in  jenen  Versuchen, 
in  welchen  wir  uns  nicht  bemühten,  die  Azidität  konstant  zu  erhalten 
(siehe  Tabelle  VIII  und  XIV),  sanken  im  Verlauf  des  Prozesses  um  V2 
bis  zu  xh  ihres  ursprünglichen  Wertes.  In  dem  Versuche  mit  einem 
Ueberschuß  nichtionisierter  Buttersäure  nahm  der  (in  gleicher  Weise 
berechnete)  Wert  dieser  Konstanten  um  das  0,67 fache  seiner  ursprüng- 
lichen Höhe  (letzte  Kolonne  der  Tabelle  X)  ab.  Die  relative  Aenderung 
der  Wasserstoffionenkonzentration  während  dieses  Versuches  war 
sehr  gering,  aber  sie  ging  bei  einer  Azidität  vor  sich,  bei  welcher 
geringe  Aenderungen  in  der  Reaktion  große  Wirkung  auf  die  Ko- 
agulationsgeschwindigkeit ausüben. 

In  alkalischer  Lösung.  Es  wurde  auch  ein  Versuch  ge- 
macht, die  Reaktion  während  der  Denaturierung  in  einer  alkalischen 
Lösung  konstant  zu  erhalten,  und  zwar  bei  Gegenwart  eines  Ueber- 
schusses  an  festem  Magnesiumoxyd  in  einer  gesättigten  Lösung 
desselben,  welche  eine  Hydroxylionenkonzentration  von  ungefähr 
10‘4-°n  besitzt.  Eine  Lösung  von  reinem  Albumin,  die  ca.  0,5  Proz. 
(NH4)2S04  enthielt,  wurde  mit  einem  Ueberschuß  von  Magnesium- 
oxyd  geschüttelt  und  24  Stunden  stehen  gelassen.  Dann  wurde  die 
Lösung  ganz  allmählich  auf  60°  erwärmt,  um  irgendeine  durch  ver- 
änderte Löslichkeit  des  Magnesiumoxydes  bei  höheren  Temperaturen 
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verursachte  Gleichgewichtsveränderung  zu  vermeiden  und  bei  65 o C in 
einen  Thermostaten  gebracht,  bei  welcher  Temperatur  die  Dena- 
turierung mit  genügender  Schnelligkeit  erfolgte.  Die  anfängliche 
Eiweißkonzentration  betrug  ca.  0,9  Proz.,  und  das  nach  verschiedenen 
Zeiten  noch  gelöst  bleibende  Albumin  wurde  in  der  oben  für  alkalische 
Lösungen  angegebenen  Weise  bestimmt  (siehe  S.  77). 


Tabelle  XII 

Denaturierung  einer  reinen  Eieralbuminlösung  in  Gegenwart  eines 
Ueberschusses  von  Magnesiumoxyd  bei  64,8°  C. 


Zeit 

in 

Minuten 
= t 

Gelöst  bleiben- 
des Albumin 
in  mg  pro  ccm 
= C 

Logic  C 

K = 

1 

tn to  (l°SCo  — logCn) 

OH  -Ionen- 
konzentration 
in 

Normalitäten 

10 

— 

— 



10‘4>I4n 

41  =t0 

8,676  = C0 

0,938 



(7,3x  10"5  n) 

102 

— 

— 

— 

10'4>,6n 

162 

8,032 

0,905 

0,000  28 

(6,8  x 10'5  n) 

312 

7,100 

0,851 

0,000  32 

1 0"4>32  n 

1380 

3,880 

0,589 

0,000  26 

(4,8  x 10’5  n) 

Selbst  bei  Anwesenheit  eines  Ueberschusses  von  Magnesiumoxyd 
konnte  die  Hydroxylionenkonzentration  nicht  absolut  konstant  erhalten 
werden,  sondern  verminderte  sich  während  des  Versuches  auf  70  Proz. 
ihres  ursprünglichen  Wertes  (siehe  Tabelle  XII). 

Diese  Verminderung  ist  sehr  klein  im  Vergleich  zu  jener,  die  bei 
anderen  Versuchen  zu  beobachten  war,  in  denen  keine  derartigen 
Vorsichtsmaßregeln  zur  Anwendung  kamen  (Tab.  IX).  Trägt  man 
aber  Sorge  dafür,  die  Hydroxylionenreaktion  konstant  zu  erhalten,  so 
erfolgt  die  Denaturierung  in  guter  Uebereinstimmung  mit  dem  Gesetze 
monomolekularer  Reaktionen  und  die  Geschwindigkeitskonstante  K 
(Kolonne  IV)  bleibt  in  ihrem  Werte  praktisch  konstant. 

Es  wurde  gefunden,  daß  bei  Gegenwart  von  Magnesiumoxyd 
das  denaturierte  Eiweiß  in  der  alkalischen  Lösung  fast  vollständig 
agglutinierte  und  bei  Ansäuerung  nichts  weiteres  ausfiel.  Dies  ist  dem 
Einfluß  des  stark  elektropositiven  Mg++  auf  die  negativ  geladenen 
Eiweißteilchen  zuzuschreiben. 
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Wir  können  daher  daraus  folgern,  daß  bei  Fern- 
halten jeder  Störung,  die  eine  Reaktionsveränderung 
herbeiführt,  die  Denaturierung  des  Eieralbumins,  eben- 
so wie  wir  für  das  Hämoglobin  gefunden  hatten,  als 
Reaktion  „erster  Ordnung“  verläuft,  indem  die  Ko- 
agulationsgeschwindigkeit in  jedem  Augenblick  pro- 
portional der  Eiweißkonzentration  ist. 


d)  Einfluß  von  Salzen  auf 

die  D e n a tu  r i e r u n g s g e s c h wi  n d i g k e i t von  Eieralbumin. 

Die  Wirkung  von  Salzen  auf  die  Koagulationstemperatur  von 
Eiweißlösungen  ist  von  K.  V.  Starke  (1881),  Haycraft  und  Dug- 
gan  (1890),  T.  Osborne  und  G.  F.  Campbell  (1900),  Joh.  Starke 
(1901),  Wo.  Pauli  und  H.  Handovsky  (1908)  u.  a.  untersucht 
worden.  Alle  diese  Forscher  fanden,  daß  die  Temperatur,  bei  welcher 
die  Koagulation  beginnt,  mit  steigender  Salzkonzentration  zunimmt; 
eine  höhere  „Koagulationstemperatur“  bedeutet  aber,  wie  wir  oben 
gezeigt,  eine  Verminderung  der  „Koagulationsgeschwindigkeit“  bei 
konstanter  Temperatur.  Die  Versuche  von  Pauli  und  Handovsky 
wurden  mit  dialysiertem  Rinderserum  und  einer  großen  Reihe  von 
Neutralsalzen  ausgeführt;  sie  schrieben  die  hemmende  Wirkung  der- 
selben auf  die  Koagulation  ihrem  Einfluß  zu,  die  Ausfällung  des 
denaturierten  Eiweißes  zu  verhindern.  Handovsky  (1910)  hob  die 
Möglichkeit  hervor,  daß  der  Denaturierungsvorgang  gleichfalls  bei 
Gegenwart  von  Elektrolyten  irgendwie  beeinflußt  wird. 

In  unseren  Versuchen  untersuchten  wir  die  Denaturierungs- 
geschwindigkeit mit  der  früher  beschriebenen  Methode.  Aus  einer  Stamm- 
losung von  kristallisiertem  Eieralbumin  wurden  mittels  Verdünnung 
einprozentige  Lösungen  von  Albumin  hergestellt.  Die  Stammlösung 
enthielt  (NH4)2S04l  so  daß  die  einprozentige  Eieralbuminlösung  außer- 
dem noch  0,26  Proz.  dieses  Salzes  enthielt.  Es  erwies  sich  nicht  als 
nohg,  diese  kleine  Menge  von  (NH4)2S04  durch  Dialyse  zu  ent- 
fernen.  Die  Koagulationsgeschwindigkeit  (bei  70,9°  C)  wurde  in  der 
ontrollohung,  sowie  in  den  analogen  Lösungen,  denen  wechselnde 
Mengen  von  Natriumchlorid  und  Ammonsulfat  zugesetzt  worden 
waren,  bestimmt.  Bei  stärkeren  Salzlösungen  war  die  für  die  Ver- 
suche erforderliche  Zeit  so  groß,  daß  Vorsichtsmaßregeln  getroffen 

™:ircvm  ™er  infoige  verd™»fu^  <■« 

en.  ies  geschah  am  besten  durch  Verschluß  der  Versuchs- 
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reihe  mit  einem  Kautschukpfropfen  und  Einfüllung  des  Glasrohres,  das 
den  Stöpsel  durchbohrte  und  durch  welches  der  Rührer  ging,  mit  einer 
Mischung  von  Vaselin  und  Paraffin.  Unter  diesen  Bedingungen  konnte 
der  Wasserverlust  vernachlässigt  werden. 

Die  Denaturierungsgeschwindigkeit  wurde  bis  zu  einer  dreifach 
normalen  Konzentration  des  Natriumchlorids  bzw.  Ammonsulfates  ge- 
messen. Es  war  nicht  möglich,  mit  höheren  Konzentrationen  zu 
arbeiten,  da  die  Geschwindigkeit  zu  langsam  wurde,  um  bei  70,9°  C 
bequem  den  Vorgang  untersuchen  zu  können.  Die  Ergebnisse  dieser 
Versuche  finden  sich  unten  in  Tabelle  XIII  zusammengestellt  und  in 
Fig.  8 graphisch  veranschaulicht,  wobei  als  Abszisse  die  Zeit,  als 
Ordinate  das  gelöst  gebliebene  Albumin  aufgetragen  ist. 


Fig.  8 

Wirkung  von  Salzzusatz  (Na  CI  und  [NH4]2S04)  in  verschiedenen  Konzen- 
trationen auf  die  Denaturierungsgeschwindigkeit  einer  einprozentigen  Albumin- 
lösung bei  70,9°  C.  — • — Versuche  mit  NaCl,  — o — Versuche  mit  (NH4)2S04. 
Ordinate  = Konzentration  des  in  Lösung  gebliebenen  Albumins  in  mg  pro  ccm. 

Abszisse  = Zeit  in  Minuten. 

Es  geht  daraus  hervor,  daß  die  Anwesenheit  von  Salzen  die 
Koagulationsgeschwindigkeit  stark  vermindert.  Aus  den  einfachen 
Kurven  ersieht  man,  daß  bei  einer  NaCl-Konzentration  von  1 n die 
Geschwindigkeit  nur  Vi  6,  bei  einer  solchen  von  2n  nur  V260  der 
des  Kontrollversuches  ist.  Die  Wirkung  von  (NH4)2S04  war  etwas 
geringer.  Diese  Salzwirkung  ist  nicht  etwa  eine  Beeinflussung  der 
zweiten  Phase  des  Koagulationsprozesses,  d.  h.  der  Trennung  des  ver- 
änderten Eiweißes  in  der  präzipitierten  Form,  zuzuschreiben,  da  in  den 
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entnommenen  Proben  dies  vollendet  war,  so  daß  alle  schnell  und 
gut  filtriert  werden  konnten,  klare  Filtrate  ergaben,  in  welchen  keine 
weitere  Ausfällung  erfolgte. 

Die  neunte  Kolonne  von  Tabelle  XIII  gibt  die  Werte  von 

l\ 

tn  — t \Cn  Ct  / 

wo  C„  die  Endkonzentration  Q die  Konzentration  nach  Ablauf  der 
Zeit  t bedeutet.  Obgleich  diese  Werte  eine  genügende  Konstanz 
erkennen  lassen,  betrachten  wir  aus  den  oben  angeführten  Gründen  (S.  62) 
diese  Annäherung  an  eine  Reaktion  „zweiter  Ordnung“  (die  Reaktions- 
geschwindigkeit ist  proportional  dem  Quadrate  der  Konzentration  des 
in  Lösung  verbliebenen  Eiweißes)  als  eine  bloß  äußerliche  Koinzidenz. 
Diese  Koinzidenz  hat  sich  jedoch  als  bequem  erwiesen,  indem  sie 
gestattet,  die  Salzwirkung  durch  den  Vergleich  der  für  jeden  Versuch 
charakteristischen  Geschwindigkeitskonstanten  auszudrücken. 

Wenn  man  die  bei  verschiedenen  Konzentrationen  desselben  Salzes 
erhaltenen  Logarithmen  der  Geschwindigkeitskonstanten  als  Ordinaten 
und  die  reziproken  Werte  der  Salzkonzentrationen  zwischen  den  Grenzen  0 
und  2n  als  Ordinaten  aufträgt,  so  fallen  die  Punkte  nahezu  auf  eine 
gerade  Linie,  wodurch  also  gezeigt  wird,  daß,  wenn  die  Salzkonzen- 
tration arithmetisch  wächst,  die  Koagulationsgeschwindigkeit  geo- 
metrisch abnimmt. 

Dieses  Verhältnis,  dessen  Bedeutung  noch  weiter  unten  erörtert 
werden  soll,  bleibt  bis  zu  einer  Konzentration  von  zweifach  normal 
NaCl  bzw.  (NH4)2S04  bestehen;  die  Beobachtungen  mit  dreifach 
normaler  Salzkonzentration  zeigen,  daß  die  Wirkung  des  NaCl  bzw. 
(NH4)2S04  ein  wenig  schwächer  bzw.  ein  wenig  stärker  wird1). 

Diese  große  Verzögerung  der  Denaturierungsgeschwindigkeit  durch 
Neutralsalze  erlangt  eine  praktische  Bedeutung  bei  der  Eiweiß- 
bestimmungsmethode von  L.  D e v o t o ( 1 89 1 ).  Zweistündiges  Erhitzen 
auf  dem  Wasserbad  bei  100°  führt  bei  Gegenwart  von  gesättigtem 


J)  Wo.  Pauli  und  H.  Han dovsky,  welche  mit  gründlich  dialysiertem  Rinder- 
serum arbeiteten,  fanden,  daß  die  koagulationshemmende  Wirkung  von  (NH4)2SO., 
(gemessen  mittels  Bestimmung  der  „Koagulationstemperatur“)  bei  einer  zwischen 
und  3 normal  gelegenen  Konzentration  eine  Umkehr  erfuhr.  In  den  obigen 

vpra11«?6;  fmd!n  T/'  d3ß  diC  verminderte  Koagulationsgeschwindigkeit  wieder 
ergrößert  wird.  Weitere  Versuche  mit  Ammonsulfat  und  reiner  Eieralbumin- 

t e,ne  zunehmemde  Abnahme  der  Koagulationsgeschwindigkeit  bis 

mit  dem  Semm  g ^ ^ * ha“e"  kei“e 


Tabelle  XIII 

Denaturierungsgeschwindigkeit  einer  einprozentigen  Lösung  von  reinem  kristallinischen  Eieralbumin  mit  ursprünglichem 
Salzgehalt  [0,26  Proz.  (NH4)2S04]  und  nach  Zusatz  von  NaCl  und  (NH4)2S04  in  wechselnden  Mengen  bei  70,9°  C. 
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Ammoniak  den  Prozeß  nicht  zu  Ende.  Die  Wirksamkeit  der  Hopkin- 
schen  Modifikation  (1900)  beruht  auf  dem  nachfolgenden  Erhitzen 
in  einer  verdünnten  Salzlösung.  Die  Schwierigkeit  kann  auch  durch 
5 Minuten  langes  Erhitzen  bei  110»  im  Autoklaven  behoben  werden. 

Die  Wirkung  des  Neutralsalzzusatzes  auf  die 
Wasserstoffionenkonzentration  von  Eiweißlösungen. 
Es  schien  uns,  daß  die  Neutralsalzwirkung  auf  die  Koagulations- 
geschwindigkeit gänzlich  oder  teilweise  auf  Aenderungen  in  der 
H+- Ionenkonzentration  der  Eiweißlösung  beruhen  könnte1). 

Wir  bestimmten  daher  die  Wasserstoffionenkonzentration  erstens 
in  der  Kontrollösung  von  Eieralbumin  und  zweitens  in  gleichen  Lösungen, 
welche  wechselnde  Mengen  von  NaCl  enthielten  (von  n/10  bis  2n).  Die 
Ergebnisse  finden  sich  in  der  letzten  Kolonne  der  Tabelle  XIII  und 

x)  Wir  fanden,  daß  der  Zusatz  von  Salzen  zu  eiweißhaltigen  sauren 
Lösungen  (1911,  23)  eine  Verminderung  der  Azidität  (Wasserstoffionenkonzen- 
tration)  und  bei  alkalischen  Lösungen  (II,  281,  1912)  eine  Verminderung  der 
Basizität  (Hydroxylionenkonzentration)  bewirkt.  Dieses  Ergebnis  ist  im  Widerspruch 
mit  den  Befunden  anderer  Forscher.  Wo.  Pa  ul  i und  H.Handovsky  (1908)  fanden 
mittels  Indikatoren,  daß  Salzzusatz  zu  einer  sauren  Lösung  von  Rinderserum 
eine  vermehrte  Azidität  bewirkt.  Dasselbe  fand  W.  B.  Hardy  (1905/06)  am 
„Azidalbumin  \ 

Diese  Forscher  scheinen  durch  ihre  Indikatoren  getäuscht  worden  zu  sein. 
Wo.  Pauli’s  und  H.  Handovsky’s  Aziditätsbestimmungen  geschahen  mittels 
Vergleich  der  Farben,  welche  solche  Indikatoren  wie  Methylorange  und  Alizarin 
ergaben.  Die  Farben  der  Indikatoren,  und  zwar  besonders  jene  des  Methyl- 
orange, werden,  wie  seither  von  Sörensen  (1909)  gezeigt  wurde,  bei  Anwesenheit 
irgendwelcher  größerer  Eiweißmengen  beträchtlich  modifiziert.  Michaelis 
und  Rona  (1909,  I)  fanden,  daß  die  Farbe  eines  Indikators  in  einer  Lösung 
von  bestimmter  H^-Ionenkonzentration  auch  durch  die  Anwesenheit  von  Salzen 
beeinflußt  werden  kann,  obgleich  die  Menge  der  Wasserstoffionen,  wie  aus  den 
Messungen  mit  der  Konzentrationskette  hervorgeht,  konstant  bleibt.  Verschiedene 
Indikatoren  werden  in  verschiedenen  Sinnen  beeinflußt.  Bei  einigem  bewirkte 
Salzzusatz  eine  anscheinend  mehr  alkalische  Reaktion,  z.  B.  bei  Lackmus,  bei 
anderen  hingegen  eine  mehr  saure  Reaktion,  z.  B.  bei  Methylorange  und  Alizarin. 
Die  beiden  letzteren  sind  die  von  Pauli  und  Handovsky  und  von  Hardy 
bei  ihren  Versuchen  angewandten  Indikatoren. 

Wir  wiederholten  die  Versuche  mit  den  von  diesen  Forschern  verwendeten 
Eiweißkörpern  und  erhielten  dieselben  Resultate  wie  sie,  nämlich  einen  Farb- 
wechsel, der  eine  Zunahme  der  Azidität  anzeigte. 

In  jedem  Falle  jedoch,  wo  direkte  Messungen  der  H“^- Ionen  ausgeführt 
wurden,  erwies  sich  die  Azidität  der  Lösungen  nach  Zusatz  von  NaCl  ver- 
mindert; dies  bestätigte  sich  innerhalb  eines  weiten  Aziditätsbereiches,  nämlich 
innerhalb  der  Konzentrationen  von  10-L7  bis  KM.°8n  (189000xl0-7  bis 
832xl0-7n)  oder  abgerundet  zwischen  n 100  bis  n/10000. 
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zeigen,  daß  die  Azidität  tatsächlich  durch  jede  Zunahme  der  Salz- 
konzentration fortschreitend  vermindert  wird.  Der  Zusatz  einer  Salz- 
menge, welcher  einer  Salzkonzentration  von  n/10  entsprach,  hatte 
noch  keine  wahrnehmbare  Wirkung,  aber  bei  einer  1 n NaCl- Lösung 
wurde  sie  auf  die  Hälfte  und  bei  2n  auf  ein  Siebentel  der  H^~-  Konzen- 
tration der  salzarmen  Kontrollösung  vermindert. 

Aus  einem  Vergleich  der  Tabelle  XIII  mit  Tabelle  VIII,  die  den 
Einfluß  der  Reaktion  auf  die  Denaturierungsgeschwindigkeit  zeigt, 
geht  hervor,  daß  die  Verminderung  der  H-*”-  Ionenkonzentration  durch 
den  NaCl-Zusatz  ungenügend  ist,  die  koagulationsverringernde  Wirkung 
der  Salze  zu  erklären.  Wir  konnten  zu  dieser  Schlußfolgerung  kommen, 
da  bei  den  Versuchen  in  Tab.  VIII  einer  Abnahme  der  H~*~- Ionenkonzen- 
tration infolge  Alkalizusatzes  von  1 0'5,30  normal  auf  1 0'5-75  normal 
(Versuch  2 und  3)  eine  Verminderung  der  Koagulationsgeschwindigkeit 
(mittlere  Geschwindigkeit)  auf  2/s  entsprach.  Bei  zweien  der  Salz- 
. versuche  (Tab.  XIII)  wurde  eine  ganz  ähnliche  Aziditätsverminderung 
(Versuche  3 und  4,  H+-ionenkonzentration  von  IO’5*30  auf  10'5>73n 
herabgesetzt)  durch  Erhöhung  der  NaCl-Konzentration  von  1 n auf  2n 
nachgewiesen ; bei  diesem  Versuch  wurde  dagegen  die  Geschwindig- 
keitskonstante auf  nahezu  Vi4  ihres  ursprünglichen  Wertes  reduziert. 

Es  folgt  demnach,  daß  eine  Verminderung  der  Reaktion  durch 
Neutralsalze  auf  zweierlei  Wegen  stattfinden  kann : 

1.  In  geringem  Umfange  durch  Herabsetzung  der  H~^~-  Ionen- 
konzentration der  sauren  Eiweißlösung. 

2.  In  großer  Ausdehnung  durch  irgendwelchen  direkten  Einfluß 
starker  Salzlösungen. 

Bis  zu  einer  Konzentration  von  2n  ist  diese  Wirkung  bei  NaCl 
und  (NH4)2S04  eine  kumulative.  Wenn  ein  bestimmter  Zusatz  von 

Salz  die  Geschwindigkeit  auf  - herabsetzt,  so  bewirkt  ein  gleicher 

x 1 

weiterer  Zusatz  eine  Abnahme  auf  — . 

x2 

Der  Einfluß  der  Neutralsalze  auf  die  Denaturierungsgeschwindig- 
keit steht  zweifellos  in  Zusammenhang  mit  ihrem  wasserentziehenden 
Vermögen.  Wenn  sie  zu  sauren  oder  alkalischen  Eiweißlösungen  zu- 
gesetzt werden,  so  wird  die  Viskosität  derselben,  sowie  die  Menge  des 
aufgenommenen  Wassers  herabgesetzt.  (Wo.  Pauli  und  H.  Handovsky 
[1906],  C.  Schorr  [1911],  M.  F i s c h e r [191 0]).  Dies  kann  vielleicht 
die  Ursache  der  Herabsetzung  der  Denaturierungsgeschwindigkeit  sein, 

ur  welchen  Vorgang  die  Mitwirkung  des  Wassers  als  wesentlich  er- 
kannt worden  ist. 
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Zu  gleicher  Zeit  jedoch  könnte  die  Entziehung  von  Wasser  sehr 
wohl  von  einer  Vergrößerung  der  Oberflächenspannung  zwischen  den 
Eiweißteilchen  und  dem  Dispersionsmittel  begleitet  sein,  wodurch 
eine  Vereinigung  der  ersteren  zu  größeren  Massen  bewirkt  und 
dabei  ihre  Gesamtoberfläche  verkleinert  wird.  Um  den  auf  den  auf 
die  Denaturierungsgeschwindigkeit  (1)  von  der  Azidität  und  Basizität 
(oben  S.  82)  (2)  von  Temperatur  (unten  S.  97)  geäußerten  Einfluß  zu 
erklären,  ist  auf  eine  Reihe  von  Wirkungen  in  umgekehrtem  Sinne 
hingewiesen. 


e)  Der  Einfluß  der  Temperatur. 

Der  Einfluß  der  Temperatur  wurde  mittels  vergleichender  Beob- 
achtung des  Ablaufes  der  Denaturierung  einer  einprozentigen  Lösung 
von  Eieralbuminkristallen  bei  Temperaturen  von  69°  bis  76,3°  C unter- 
sucht. Die  Lösung,  welche  ungefähr  0,4  Proz.  (NH4)S04  enthielt, 
wurd  durch  Zusatz  von  5 ccm  n/10  NH4OH  zu  100  ccm  nahezu 
neutralisiert '). 

Die  Ergebnisse  sind  in  Tabelle  XIV  zusammengestellt  und  in 
Fig.  9 graphisch  veranschaulicht,  in  welcher  die  Konzentration  des  in 
Lösung  verbliebenen  Albumins  als  Funktion  der  Zeit  aufgetragen  ist. 
Da  keine  Mühe  darauf  verwendet  wurde,  die  Azidität  während  des 
Vorganges  konstant  zu  erhalten,  so  entsteht  keine  Reaktion  „erster 
Ordnung“,  sondern  zufolge  der  beständigen  Aenderung  der  Azidität 
nimmt  die  Konzentration  des  gelöst  bleibenden  Albumins  schneller 
ab,  als  man  erwarten  müßte,  wenn  die  Geschwindigkeit  bloß 
proportional  der  Eiweißkonzentration  wäre. 

Es  ist  daher  auch  nicht  möglich,  die  Temperaturkoeffizienten 
durch  direkten  Vergleich  der  Geschwindigkeitskonstanten  bei  ver- 
schiedenen Temperaturen,  wie  beim  Hämoglobin,  zu  bestimmen,  da  die 
Gleichung  der  Kurve  unbekannt  ist.  Es  ist  jedoch  gestattet,  die  Zeiten 
zu  bestimmen,  welche  bei  den  verschiedenen  Temperaturen  erforderlich 
sind,  um  eine  gleiche  Konzentrationsänderung  des  unveränderten 
Albumins  zu  bewirken,  was  wir  denn  auch  mit  Hilfe  der  Kurven  in 
Fig.  9 ausführten.  Die  reziproken  Werte  dieser  Zeiten  sind  pro- 
portional den  mittleren  Geschwindigkeiten,  wie  sie  sich  aus  dem  Ver- 
gleich ähnlicher  Stadien  des  Koagulationsprozesses  bei  verschiedenen 
Temperaturen  ergeben.  Auf  diese  Weise  wurden  die  Zahlen  in 

!)  Die  ursprüngliche  Albuminlösung  enthielt  1,039  Proz.  Eiweiß,  so  daß  die 
zugesetzte  Menge  von  Ammoniak  4,81  crm  n/10  NH., OH  pro  Gramm  Eiweiß 
war;  nach  dieser  Verdünnung  enthielt  die  Lösung  0,99  Proz.  Albumin. 
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Tabelle  XV  erhalten,  welche  die  Zeiten  angeben,  die  erforderlich  waren, 
damit  die  Konzentration  des  nichtkoagulierten  Albumins  von  9 mg 
Albumin  pro  ccm  auf  3 mg  pro  ccm  herabsänke. 

Die  Erhöhung  der  Temperatur  innerhalb  der  angewendeten 
Grenzen  hat  einen  sicheren  Einfluß  auf  die  mittlere  Koagulations- 
geschwindigkeit von  Eieralbumin,  der  sogar  größer  ist  als  jener  vom 
Hämoglobin.  Die  mittlere  Koagulationsgeschwindigkeit  des  Eieralbumins 
vergrößert  sich  bei  einem  Temperaturanstieg  von  1°  C um  das  1,91  fache, 
d.  h.  um  ungefähr  das  635  fache  für  10°. 


Tabelle  XIV 

Einfluß  der  Temperatur  auf  die  Denaturierung  einer  0,99  prozentigen 
kristallinischen  Eieralbuminlösung  bei  Gegenwart  einer  kleinen  Kon- 
zentration (NH4)2S04  (0,4  Proz.) 


Versuch 

Temperatur 

des 

Bades 

0C 

Zeit 

in 

Minuten 

Menge  des 
analysierten 
Filtrates  in 
ccm 

Gewicht 

des 

Koagulums  in 
£ 

Gelöst 

bleibendes  Al- 
bumin pro  ccm 
mg 

1 

69 

10 

15 

0,1462 

9,747 

85 

15 

0,1104 

7,360 

180 

14,5 

0,0838 

5,779 

360 

14,3 

0,0598 

4,184 

741 

21 

0,0585 

2,786 

1443 

30 

0,0604 

2,013 

2 

71,1 

11 

13,5 

0,1326 

9,823 

37 

17,2 

0,1162 

6,756 

62 

11,7 

0,0607 

5,187 

90 

18 

0,0850 

4,722 

146 

19,5 

0,0634 

3,251 

280 

23 

0,0487 

2,117 

3 

73 

10 

14,5 

0,1379 

9,512 

20 

14,5 

0,0818 

5,642 

30 

12,5 

0,0545 

4,360 

50 

16 

0,0470 

2,938 

129 

17,5 

0,0270 

1,543 

275 

34 

0,0393 

1,156 

4 

76,3 

10,5 

12 

0,0442 

3,683 

13 

12 

0,0312 

2,600 

17 

20 

0,0407 

2,035 

22 

18 

0,0243 

1,350 

30 

V 

40 

0,0480 

1,200 
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Einfluß  der  Temperatur  auf  die  Denaturierungsgeschwindigkeit  von  Eieralbumin. 
Denaturierung  einer  einprozentigen  Lösung  innerhalb  der  Temperaturen  60  bis 
76,3°  C.  Ordinate  = Albuminkonzentration  in  mg  pro  ccm,  Abszisse  = Zeit  in 

Minuten. 

Tabelle  XV 

Einfluß  der  Temperatur  auf  die  Denaturierungsgeschwindigkeit  von 

kristallinischem  Eieralbumin. 


Tem- 

peratur 

°C  = to 

Zeit  erforderlich 
für  eine  Vermin- 
derung des  un- 
veränderten 
Albumins  von 
9 mg  pro  ccm  auf 
3 mg  pro  ccm, 
Minuten 

Mittlere 

Denaturierungs- 
geschwindigkeit 
während  dieser 
Periode,  mg  pro 
ccm  koaguliert 
in  1 Minute 
= V 

CO 

o o 

r-i  , ■ 

b/> 

Mittlere 
logarith- 
mische  Dif- 
ferenz der 
mittierenQe- 
schwindig- 
keit  pro 
1°C 

Temperatu  r- 
koeffizient, 
mittlere 
Aenderung 
der  Durch- 
schnittsge- 
schwindig- 
keit  pro  1°  C 

n 1 ä 

"T  fT 

H « 

CN  H 

69,0  = t0 

617,0 

0,00973=V0 

0,988 





71,1 

155,0 

0,03871 

1,587 

0,285 

1,93 

136,500 

73,0 

41,5 

0,1446 

2,160 

0,294 

1,97 

141,600 

76,3 

7,2*) 

0,833 

2,921 

0,265 

1,84 

128,800 

Mittel  1,91 


In  der  letzten  Kolonne  der  Tabelle  XV  sind  die  Werte  für  p an- 
gegeben, unter  der  Annahme,  daß  in  diesem  Falle  die  Formel  von 
S.  Arrhenius  gilt.  Der  aus  verschiedenen  Versuchen  erhaltene  Wert 
zeigt  eine  ungefähre  Konstanz  und  ist  ca.  dreimal  größer  als  der 
beim  Hämoglobin  erhaltene  (siehe  Tabelle  II). 

Der  Temperaturkoeffizient  für  die  Heißwasserdenaturierung  des 
Hämoglobins  und  Eieralbumins,  der  für  einen  Temperaturanstieg  von 


i)  Extrapolierter  Wert. 
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1°  C 1,30  bzw.  1,91  beträgt,  ist  im  Vergleich  zu  jenen  der  meisten 
chemischen  Reaktionen  ganz  außerordentlich  hoch.  In  der  Mehrzahl 
der  Fälle  wächst  die  Reaktionsgeschwindigkeit  bei  einer  Erhöhung 
der  Temperatur  von  1°  C um  daß  1,1  fache,  d.  h.  also  bei  einem 
Anstieg  von  10°  um  das  Zwei-  bis  Dreifache;  selbst  die  Koeffizienten 
der  biologischen  Prozesse  der  Keimung  von  Samen,  Atmung  der 
Pflanzen,  Wachstum  der  Bakterien  fallen  innerhalb  dieser  Grenzen. 
Andererseits  zeigen  viele  Reaktionen,  bei  denen  komplizierte  Eiweiß- 
körper in  Betracht  kommen,  hohe  Temperaturkoeffizienten,  die  ganz 
vergleichbar  mit  jenen  sind,  welche  für  die  Hitzekoagulation  erhalten 
werden.  Die  Zerstörung  des  Emulsins  durch  Hitze  hat  nach  G. 
Tarn  mann  (1895)  einen  Temperaturkoeffizienten  von  7,14  für  einen 
Temperaturanstieg  von  10°C  innerhalb  der  Temperaturen  von  60 — 70°C. 
W.  B ay  1 i s s (1908,  52)  fand  die  Trypsinwirkung  bei  einem  Temperatur- 
anstieg von  10°  C um  das  5,3fache  erhöht.  A.  Meyer  (1906)  fand, 
daß  die  Hitzedesinfektion  der  Sporen  von  B.  subtilis  und  B.  robur 
durch  einen  Temperaturanstieg  von  10°C,  gemäß  einem  logarithmischen 
Gesetze  um  das  4 — 5 fache  zunimmt.  Die  Desinfektion  von  Milzbrand- 
sporen mittels  Dampf  verläuft  nach  F.  Ballner  (1902)  bei  einer 
Temperaturzunahme  von  10°  C 9— 11  mal  rascher;  ein  einfaches 
logarithmisches  Gesetz  sowie  das  Gesetz  von  Arrhenius  lassen  sich 
in  gleicher  Weise  auf  seine  Resultate  anwenden  (H.  Chick  [1908],  153). 
Der  Temperaturkoeffizient  der  Desinfektion  vegetativer  Bakterienformen 
(B.  paratyphosus)  mit  Phenol  und  anderen  Derivaten  des  Steinkohlen- 
teers beträgt  für  10°  C 8— 101).  Für  die  Desinfektion  mit  heißem 
Wasser  ist  der  Wert  der  Temperaturkoeffizienten  von  derselben  Größen- 
ordnung wie  jener  für  die  Hitzedenaturierung  von  Eiweißkörpern, 
z.  B.  beim  B.  paratyphosus  1,60  für  1°  C (oder  110  für  10°  C)  Tem- 
peraturerhöhung (H.  Chick  [1910],  270). 

Der  hohe  Temperaturkoeffizient  der  Hitzekoagulation  des  Eieralbumins 
findet  sein  Gegenstück  in  der  Zerstörungsgeschwindigkeit  durch  heißes 
Wasser  der  im  Fibriolysin,  Tetanolysin  und  Ziegenserum  enthaltenen 
Hämolysine.  L.  W.  Famulener  und  Th.  Madsen  fanden  den  Einfluß  der 
Temperatur  in  Uebereinstimmung  mit  dem  Ar  r h e n i u s’schen  Gesetze 
und  zeigten,  daß  die  Reaktionsgeschwindigkeit  bei  einer  Temperatur- 
erhöhung um  einen  Grad  verdoppelt  wurde.  Th.  Madsen  und  O.  Streng 

])  Anderseits  hat  die  Desinfektion  mit  Sublimat  oder  Silbernitrat  einen  viel 
niedrigeren  Temperaturkoeffizienten,  nämlich  für  10°  C Temperaturzuwachs  2-4. 

( . Chick  [1908],  B.  paratyphosus.  Th.  Madsen  und  M.  Ny  man  [19071  Milz- 
brandsporen.) 1 J’ 
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(1909)  fanden  eine  ähnliche  Beeinflussung  der  Heißwasserwirkung  auf 
einige  Agglutinine  durch  die  Temperatur. 

Alle  diese  oben  erwähnten  hohen  Temperaturkoeffizienten  wurden 
bei  Reaktionen  in  kolloiden  Lösungen  beobachtet,  was  den  Gedanken 
nahelegt,  daß  unter  diesen  Umständen  die  Temperaturwirkung  in 
irgendeiner  anderen  Weise  hervorgerufen  wird  als  durch  eine  bloße 
Beschleunigung  der  inneren  molekularen  Energien.  Auf  welche  andere 
Weise  dies  geschieht,  dafür  haben  wir  allerdings  keinen  Anhaltspunkt. 
Nach  einer  Vorstellung  von  W.  B.  Hardy  könnte  die  Erhöhung  der 
Temperatur  die  mittlere  Größe  der  Eiweißteilchen  ändern,  wobei  eine 
Vergrößerung  der  Gesamtoberfläche  erfolgt.  Der  Temperaturkoeffizient 
der  Albumindenaturierung  kann  teilweise  so  erklärt  werden,  aber  da 
nach  den  Untersuchungen  von  G.  Hufner  und  E.  Gansser  (1907) 
und  H.  E.  Roaf  (1909)  das  Hämoglobin  in  seiner  Lösung  in  einfachen 
Molekülen  zu  bestehen  scheint,  muß  für  diesen  Fall  eine  andere  Er- 
klärung herangezogen  werden. 

Es  darf  nicht  übersehen  werden,  daß  alle  diese  Beoachtungen 
über  den  Temperatureinfluß  nur  innerhalb  eines  sehr  engen  Bereiches 
ausgeführt  wurden  (das  in  unseren  eigenen  Versuchen  nur  10°  C be- 
trug) und  daß  demnach  kein  experimenteller  Beweis  dafür  vorhanden 
ist,  daß  die  Temperaturwirkung  innerhalb  weiterer  Grenzen  dieselbe 
bleibt.  Wir  haben  jedoch  in  schwach  sauren  Eiklarlösungen  die 
Bildung  eines  unlöslichen  Niederschlages  nach  einwöchentlichem  Er- 
hitzen auf  37°  C beobachtet,  und  es  ist  ja  eine  bekannte  Tatsache, 
daß  Eiweißlösungen  bei  längerem  Stehen  einen  unlöslichen  Nieder- 
schlag absetzen. 

Aus  diesen  Ergebnissen  geht  hervor,  daß  es  ganz  unrichtig  ist, 
einem  Eiweißkörper  eine  bestimmte  Koagulationstemperatur  zuzu- 
schreiben. Es  ist  ja  richtig,  daß  Eiweißlösungen,  welche  unter  ganz 
ähnlichen  Bedingungen  erhitzt  werden,  gewöhnlich  bei  oder  in  der 
Nähe  einer  bestimmten  Temperatur  zu  koagulieren  beginnen;  es  ist 
aber  eine  ganz  irrtümliche  Auffassung,  die  .Koagulationstemperatur" 
als  eine  physikalische  Konstante  des  betreffenden  Eiweißkörpers  an- 
zusehen. Dem  hohen  Temperaturkoeffizienten  dieser  Reaktionen  ist  es 
zuzuschreiben,  daß  die  Bestimmungen  der  sog.  Koagulationstemperatur 
von  praktischem  Nutzen  gewesen  sind.  Eine  wirkliche  Unterscheidung 
kann  jedoch  durch  die  Geschwindigkeit  gegeben  werden,  mit 
welcher  ein  Eiweißkörper  bei  einer  bestimmten  Temperatur  und 
bei  gleichen  Bedingungen  (Reaktion,  Salzgehalt)  koaguliert. 
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Einfluß  der  Anwesenheit  von  (N H4)2  SO*  auf  den  Tem- 
per a tu  r k o e ff  i z i e n te  n d e r Wi  r k u n g des  heißen  Wassers 

auf  Eieralbumin. 

Einige  Versuche,  welche  zeigen,  daß  der  hohe  Temperatur- 
koeffizient bei  der  Denaturierung  des  Eieralbumins  in  Gegenwart  hoher 
Salzkonzentrationen  erniedrigt  wird,  bedürfen  noch  der  Erwähnung, 
wiewohl  wir  über  ihre  Bedeutung  nur  Vermutungen  aufstellen  können. 

Bei  Gegenwart  einer  (NH4)2  S04- Konzentration  von  2n  er- 
scheint die  Temperaturwirkung  auf  die  Reaktionsgeschwindigkeit  des 
Albumins,  wie  sich  dies  aus  einem  Vergleich  der  beiden  in  Tabelle  XVI 
mitgeteilten  Versuche  ergibt,  ganz  beträchtlich  geringer  als  in  niederen 
Salzkonzentrationen  (vgl.  Tabellen  XIV  und  XV,  (NH4)2  S04- Konzen- 
tration = 0,4  Proz.  oder  0,006  n);  der  Temperaturkoeffizient  beträgt  1,57 
für  IOC. 

Da  die  Vermutung  ausgesprochen  wurde,  daß  jene  hohen  Tem- 
peraturkoeffizienten zu  irgendwelchen  Aenderungen  in  der  Aggregation 
der  Teilchen  bei  Erhöhung  der  Temperatur  in  Beziehung  stehen, 
wobei,  außer  der  gewöhnlichen  Vergrößerung  der  molekularen  Energie, 
auch  eine  Vergrößerung  der  reagierenden  Oberflächen  erfolgt,  so  ist 
es  möglich,  daß  die  Wirkung  der  starken  Salzkonzentrationen,  vielleicht 
infolge  Wasserentziehung,  in  einer  Verminderung  der  Gesamtoberfläche 
der  Eiweißteilchen  besteht. 


Tabelle  XVI 


Wirkung  der  Temperatur  auf  die  Denaturierungsgeschwindigkeit  von 
einprozent.  Eieralbumin  bei  Gegenwart  einer  (NH4)2S04- Konzentration 

von  2,03  normal. 


Tem- 

peratur 

°C 

Zeit 

Minuten 
- t 

Menge 
des  unter- 
suchten 
Filtrats 

ccm 

Gewicht 
des  Ko- 
agulums 

. g 

Konzentration1 
des  in 
Lösung  ge- 
bliebenen 
Albumins  mg 
pro  ccm  = C 

75,45 

10 

10 

0,0907 

9,070 

15 

15 

0,1292 

8,613 

23 

16,7 

0,1351 

8,091 

36 

21,8 

0,1536 

7,046 

50 

31,5 

0,1959 

6,220 

130  = tn 

23 

0,0932 

4,052  = Cn 

70,9 

Aus  Tabelle  VIII 

0,110 

0,116 

0,124 

0,142 

0,161 

0,247 


0,001  14 
0,001  14 
0,001  15 
0,001  12 
0,001  08 


Mittel  0,001  13 


0,000148 
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Zusammenfassung. 

1.  Diejenige  Wirkung  des  heißen  Wassers  auf  das  reine  Eieralbumin, 
die  den  Denaturierungsvorgang  oder  das  erste  Stadium  der  Hitze- 
koagulation vorstellt,  ist,  wenn  dafür  gesorgt,  daß  sich  die  Azidität 
bzw.  Basizität  während  des  Vorganges  nicht  ändert,  eine  Reaktion 
erster  Ordnung  (monomolekularer  Reaktion).  Dasselbe  gilt  für  das 
Hämoglobin. 

2.  Die  Denaturierungsgeschwindigkeit  des  Eieralbumins  in  saurer 
Lösung  erhöht  sich  mit  Erhöhung  der  Wasserstoffionenkonzentration; 
in  genau  der  gleichen  Weise  wird  dieselbe  bei  alkalischen  Lösungen 
mit  Zunahme  der  Hydroxylionenkonzentration  vergrößert.  Dieser  Ein- 
fluß von  Säuren  und  Alkalien  auf  die  Denaturierungsgeschwindigkeit 
ist  mit  ihrer  Wirkung  auf  die  Viskosität  und  Alkoholfällbarkeit  von  Ei- 
weißlösung, sowie  mit  ihrer  Wirkung  auf  die  Wasserquellung  von  Ei- 
weiß zu  vergleichen;  es  scheint  der  Umstand,  daß  Eiweiß  in  Form 
von  Salzen  leichter  denaturiert  wird,  eine  Folge  der  innigen  Beziehung 
und  Verbindung  mit  dem  Wasser  zu  sein. 

3.  Werden  keine  Vorkehrungen  getroffen,  die  Reaktion  konstant 
zu  erhalten,  so  wird,  je  nachdem  die  Lösung  sauer  oder  alkalisch 
reagiert,  fortschreitend  freie  Säure  bzw.  freies  Alkali  entfernt,  während 
das  Eiweiß  allmählich  vom  heißen  Wasser  angegriffen  wird. 

Dieses  Verschwinden  von  freier  Säure  und  Alkali  ist  folgender- 
maßen zu  erklären:  die  Koagulation  stört  das  Gleichgewicht  zwischen 
dem  hydrolysierten  und  nichthydrolysierten  Eiweißsalz,  da  das  nicht- 
hydrolysierte  Salz  schneller  vom  heißen  Wasser  angegriffen  und 
gefällt  wird  als  das  Eiweiß  selbst.  Diese  Gleichgewichtsstörung  wird 
durch  eine  entsprechende  Verminderung  der  hydrolytischen  Spalt- 
produkte ausgeglichen,  d.  h.  es  erfolgt  eine  Verbindung  von  Eiweiß 
mit  freier  Säure  bzw.  freiem  Alkali.  Auf  diese  Weise  kommt  es  zu 
einer  fortschreitenden  Abnahme  der  freien  Säure  bzw.  des  freien  Alkalis. 
Die  fortschreitende  Abnahme  der  Wasserstoff-  bzw.  Hydroxylionen- 
konzentration ist  es,  die  in  diesem  Falle  dem  Vorgang  einen  an- 
scheinend komplizierten  Charakter  verleiht. 

4.  Die  Gegenwart  von  Salzen  (NaCl  und  [NH.J2SO4)  bis  zu 
einer  Konzentration  von  3 n verlangsamt  sehr  stark  die  Denaturierungs- 
geschwindigkeit. 

Bis  zu  einer  Salzkonzentration  von  2 n ändert  sich  die  Wirkung 
auf  die  Denaturierungsgeschwindigkeit  bei  arithmetischer  Zunahme 
der  Salzkonzentration  im  geometrischen  Verhältnis. 
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Der  Zusatz  von  Neutralsalz  zu  einer  sauren  oder  alkalischen  Eiweiß- 
lösung stört  das  Gleichgewicht  zwischen  Eiweiß  und  Säure  oder  Alkali 
in  der  Weise,  daß  eine  Verminderung  von  freier  Säure  bzw.  freiem  Alkali 
erfolgt.  Der  verlangsamende  Einfluß  der  Salze  auf  die  Koagulations- 
geschwindigkeit kann  einigermaßen  bis  zu  einem  gewissen  Grade  er- 
klärt werden;  der  größere  Teil  der  Salzwirkung  muß  aber  einem  direkten 
Einfluß  der  Salze  auf  das  System  zugeschrieben  werden. 

5.  Die  Beeinflussung  der  Denaturierung  des  reinen  Eieralbumins 
durch  die  Temperatur  entspricht  dem  Gesetze  von  Arrhenius  oder 
einem  ähnlichen  logarithmischen  Gesetze.  Der  Temperaturkoeffizient 
ist  außerordentlich  hoch,  nämlich  1,91  pro  Zentigrad  für  das  Albumin 
und  1,3  für  das  Hämoglobin. 

Bei  Anwesenheit  einer  Konzentration  von  2 n (NH4)2S04  wurde 
der  Temperaturkoeffizient  für  das  Eieralbumin  auf  1,57  pro  Zentigrad 
reduziert. 


III.  Teil. 

Untersuchung  der  Agglutination. 

Einfluß  verschiedener  Faktoren  auf  den  s c h 1 i e ß 1 i c h e n 
Aggregatzustand  der  durch  Erhitzen  denaturierten 

Eiweißteilchen. 

a)  Der  Einfluß  der  Reaktion. 

Um  eine  Albuminlösung  durch  Erhitzen  vollständig  auszufällen, 
ist  eine  saure  Reaktion  erforderlich.  Den  ersten  Schritt  zur  Erklärung 
dieser  Tatsache  hat  W.  B.  Hardy  getan  (1899,  II  und  1900),  welcher 
die  elektrischen  Eigenschaften  einer  Suspension  von  denaturiertem 
Eiereiweiß  untersuchte  und  fand,  daß  die  Eiweißteilchen  in  alkalischer 
Lösung  negativ,  in  saurer  hingegen  positiv  geladen  waren.  Weiter 
fand  er,  daß,  wenn  man  sich  dem  isoelektrischen  Punkte  von  irgend- 
einer Seite  nähert,  die  Stabilität  des  Hydrosols  kleiner  wurde,  um  im 
isoelektnschen  Punkte  gleich  Null  zu  werden,  worauf  Ausfällung  erfolgte. 

L.  Michaelis  (1909)  bestimmte  die  Richtung,  in  welcher  unerhitztes 
Serumalbumin  im  elektrischen  Felde  wanderte,  wenn  die  H- Ionen- 
konzentration variiert  wurde.  Um  diese  Variation  in  der  Reaktion 
zu  erhalten,  wurden  verschiedene  Mischungen  von  primärem  und 
se  undarem  Phosphat  der  Albuminlösung  hinzugesetzt  und  dafür  Sorge 
getragen,  die  sekundären  Wirkungen  der  Elektrolvse  zu  beseitigen. 
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Michaelis  fand  auf  diese  Weise,  daß  der  isoelektrische  Punkt  für 
diesen  Eiweißkörper  deutlich  auf  der  sauren  Seite  des  Neutralpunktes 
liegt  und  bestimmte  die  diesem  Punkt  entsprechende  Wasserstoff- 
ionenkonzentration auf  10'6  normal.  Aus  diesen  Ergebnissen  schloß 
er,  daß  die  „relative  Azidität“  dieses  Eiweißkörpers  zwischen  102  und 
103  liegt. 

Später  untersuchten  L.  M i ch  ae  1 i s und  B.  M o s t y n s k i (191 0)  den 
isoelektrischen  Punkt  von  dialysiertem  Rinderserumalbumin,  sowohl  unter 
natürlichen  Bedingungen  als  auch  nach  der  Hitzedenaturierung.  Die  Reaktion 
der  Lösung  wurde  mit  Hilfe  verschiedener  Mischungen  von  Phosphaten 
bzw.  Essigsäure  und  Natriumazetat  hergestellt.  Sowohl  beim  genuinen 
als  denaturierten  Serumalbumin  lag  der  isoelektrische  Punkt  innerhalb 
einer  Wasserstoffionenkonzentration  von  0,77  bis  lxl0'5n.  Sie  be- 
stimmten auch  das  Optimum  für  die  Agglutination  des  denaturierten 
Serumalbumins,  indem  sie  demselben  kleine  Mengen  dieser  Phosphat- 
bzw.  Essigsäure -Natriumazetatmischungen  in  verschiedenen  Verhältnissen 
zusetzten.  Die  schnellste  und  vollständigste  Agglutination  erfolgte  in 
jener  Mischung,  deren  H-lonenkonzentration  gleich  0,82xl0'5n  war, 
welche  also  dem  beobachteten  Wert  für  den  isoelektrischen  Punkt  ent- 
spricht. Michaelis  und  Mostynski  stimmen  in  der  Erklärung 
dieser  Ergebnisse  mit  Hardy  überein,  daß  nämlich  die  Ladung  der 
Eiweißteilchen  im  isoelektrischen  Punkte  eine  minimale  ist;  sie  zeigen 
die  gleiche  Tendenz,  positive  als  negative  Ionen  zu  dissoziieren  und 
sind  auf  diese  Weise  vor  dem  Einfluß  der  Oberflächenspannung 
nicht  geschützt. 

L.  M i c h a e 1 i s und  P.  R o n a haben  die  Lage  des  Fällungsoptimums 
für  denaturiertes  Serum  mit  größerer  Genauigkeit  bestimmt  und  sind 
zu  dem  Schlüsse  gekommen,  daß  bei  Abwesenheit  anderer  Elektrolyten 
dasselbe  bei  einer  Wasserstoffionenkonzentration  von  0,3  x 10‘5  n liegt, 
d.  h.  also  etwas  niedriger  als  bei  der  früheren  Bestimmung.  Die 
weiteren  Beobachtungen  L.  Michaelis’  und  P.  Rona’s  auf  den  Ein- 
fluß von  neutralen  Salzen  werden  wir  noch  bei  einer  späteren  Gelegen- 
heit weiter  unten  besprechen.  Die  optimale  Azidität  für  die  Ausflockung 
wurde  weiter  vor  kurzem  von  Sörensen  und  Jürgensen  (1911)  unter- 
sucht. Dieselben  untersuchten  den  Einfluß  der  Azidität  auf  die  Eiweiß- 
menge, die  durch  nachfolgendes  Kochen  aus  der  Lösung  getrennt  werden 
konnte.  Sie  fügten  verschiedene  Mengen  von  0,1  n Salzsäure,  Schwefel- 
und Essigsäure  zu  verdünntem  Pferdeserum  und  Eiklar  hinzu,  erhitzten 
die  Lösungen  in  einem  Wasserbad  auf  100°  C,  filtrierten  und  bestimmten 
im  Filtrat  den  Stickstoff.  Der  letztere  erreichte  bei  einem  gewissen  Säure- 
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zusatz  ein  Minimum.  Ueberschuß  von  starker  Säure  stört  die  Koagulation 
viel  leichter  als  Ueberschuß  von  Essigsäure. 

Wir  machten  in  den  letzten  drei  Jahren  eine  Reihe  von  Be- 
obachtungen, die  vollständig  die  allgemeine  Schlußfolgerung  bestätigen, 
zu  welcher  Michaelis  und  seine  Mitarbeiter  sowie  Sörensenund 
Jürgensen  kamen.  Einige  unserer  Ergebnisse  sind  erwähnenswert, 
da  die  Versuche  in  der  Absicht  angestellt  worden  waren,  das  Aziditäts- 
bereich zu  bestimmen,  innerhalb  welchen  koagulierbares  Eiweiß  aus  der 
Lösung,  in  welcher  es  enthalten  ist,  abgeschieden  werden  kann. 


Tabelle  XVII 

In  jedem  Falle  wurden  10  ccm  einer  43  prozentigen  Lösung  von 
Pferdeserum  genommen  und  durch  Zusatz  von  Wasser  und  1/100  n 
Essigsäure  auf  80  ccm  aufgefüllt. 


Menge  der 
zugesetzten 
n/100  Essig- 
säure in 


ccm 


0 

5 

7,5 

10 

12,5 

15 


18—25 

27 

30 

40 


Aussehen  der  Lösung 
nach  30  Minuten 
langem  Erhitzen  in 
siedendem  Wasser 


Ergebnis  der  Filtrierung  der  erhitzten 
Lösung  durch 

Berkefeld-Filter  Filtrierpapier 


durchsichtig  das  Filtrat  enthält 


opaleszent 


enthält  einen 
Niederschlag 
klare  Lösung,  die 
einen  Niederschlag 
enthält 
do. 
do. 

milchige  Lösung  mit 
Niederschlag 
milchige  Lösung  mit 
geringem 
Niederschlag 


Eiweiß  *) 
do. 
do. 


Filtrat 

eiweißfrei 


98  Proz. 

12  .. 


E CJ 

ü öjd  -w 

C c c3 
C Oi  I- 
C3  C ü 

m ea  O, 

w>u  _ 

u £ E 
-a  W 


Filtrat  eiweißfrei 
9 Proz. 

58  „ 


94 


C r- 

<u  g 

-+-J 

I s 

Sai; 


c3 


<U  ü_, 

W 


Tabelle  XVII  zeigt  dies  für  verdünntes  Pferdeserum,  welchem  ver- 
schiedene Mengen  von  Essigsäure  zugesetzt  wurden.  Aus  Kolonne  3 
ist  der  Bereich  ersichtlich,  in  welchem  eine  genügende  Aggregation 
er eichen  stattfand,  um  die  vollständige  Trennung  des  Eiweißes 


9 Dasselbe  bei  Filtration  durch  Doulton- Filter. 
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mit  Hilfe  eines  Berkefeld  filters  zu  gestatten.  ( Zusatz  von  1 0 — 40  ccm 
n/100  Säure.)  Die  vierte  Kolonne  zeigt  den  Bereich,  in  welchem  das 
Eiweiß  durch  Filtrierpapier  zurückgehalten  wurde.  (18 — 25  ccm  n/100 
Säurezusatz.) 

ln  Tabelle  XVIII  sind  die  Ergebnisse  ähnlicher  Experimente  mit 
kristallisiertem  Eieralbumin  wiedergegeben,  zu  welchem  n/100  HCl 
hinzugefügt  worden  war.  Innerhalb  eines  kleinen  Aziditätsbereiches 
erfolgt  eine  genügende  Aggregation  der  Teilchen,  um  sie  mit  Hilfe 
von  Filtrierpapier  abzufiltrieren;  außerhalb  dieses  Bereiches  der  optimalen 
Azidität  findet  noch  auf  eine  ziemliche  Strecke  nach  beiden  Seiten 
eine  Aneinanderlagerung  der  Teilchen  statt,  welche,  obgleich  mit  dem 
bloßen  Auge  durch  nichts  mehr  erkennbar,  genügend  groß  ist,  um 
ein  Passieren  der  Teilchen  durch  ein  B e r k e f e 1 d filter  zu  verhindern. 
Außerhalb  dieses  Bereiches  schließlich  sind  die  Teilchen  zu  klein,  um 
in  diesem  Filter  zurückgehalten  zu  werden,  jedoch  können  einige  von 
ihnen  noch  im  Ultramikroskop  gesehen  werden. 

In  dem  in  der  Tabelle  XIX  mitgeteilten  Versuche  wurde  die  eine  Ei- 
klarlösung zunächst  denaturiert  und  ihr  hierauf  die  gewünschte 
Reaktion  mit  Hilfe  einer  n/100  Essigsäure  erteilt.  Eine  vollständige 
Ausfällung  erfolgte  innerhalb  eines  weiten  Bereiches,  war  aber  an  den 
beiden  Enden  desselben  viel  langsamer. 

Tabelle  XVIII 


Dialysierte ')  Lösung  von  reinem  Albumin,  1 ,0  Proz.  Gesamtvolum  1 0 ccm. 


Versuchs- 

Nummer 

Anzahl  der  ccm 
n/100  HCl,  wel- 
che in  dem  Ge- 
samtvolum von 
10  ccm  enthalten 
waren 

Aussehen  der  Lösung 
nach  .15  Minuten  langem 
Erhitzen  in 
kochendem  Wasser 

Ergebnis  der  Filtration 
der  erhitzten  Lösung 
durch  Filterpapier 

1 

0 

Koagulum 

in  milchiger  Lösung 

Filtrat  enthält  Eiweiß 

2 

0,5 

Koagulum 
in  klarer  Lösung 

Filtrat  enthält  Spuren 
von  Eiweiß 

3 

1,0  2) 

do. 

Filtrat  eiweißfrei 

4 

1,5 

opaleszent,  gallertartig 

do. 

5 

2,0 

opaleszente  Lösung 

do. 

6 

5,0 

klare  Lösung 

Filtrat  enthält  gesamtes 
Eiweiß 

1)  Bei  Anwesenheit  von  etwas  Salz  ist  das  Bereich  der  Agglutination  bei 
100°  C so  ausgedehnt,  daß  es  schwierig  ist,  ein  Aziditätsoptimum  nachzuweisen. 

2)  Die  Wasserstoffionenkonzentration  ist  10-4>34  normal. 
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Tabelle  XIX 

Denaturierte  dreiprozentige  Eiklarlösung:  5 ccm  wurden  auf  ein 
Gesamtvolum  von  8 ccm  aufgefüllt. 


Anzahl  der  ccm 
n/100  Essigsäure 
(oder  äquivalent), 
welche  in  8 ccm 
d.  Gesamtvolums 
enthalten  waren 


Aussehen 
der  Lösung  nach 
24  stündigem 
Stehen 


0 

1.3 

1.4 

1.5 

1,7 

2.5 

3 

4 

4.5 

5 

6 
7 


keine 

Agglutinierung 

do. 

do. 

Fast  vollständige 
Agglutinierung 

vollständige 

Agglutinierung 

teilweise 

Agglutinierung 

do. 

spurenweise 

Agglutinierung 


Ergebnis  der  Filtration  der  Lösung 
mittels 


Filtrierpapier 


Filtrat  enthält 
Eiweißspuren 

Filtrat 

eiweißfrei 


Berkefeld-Filter 


Filtrat  enthält  ein 
wenig  Eiweiß 


Der  Einfluß  der  Natur  der  Säure.  Die  folgenden 
mit  verdünntem  Pferdeserum  und  Salz-,  Essig-  und  Buttersäure  aus- 
geführten Versuche  zeigen,  wie  aus  den  Beobachtungen  von  Hardy 
und  Michaelis  zu  erwarten  war,  daß  die  schwächsten  Säuren  das 
weiteste  Bereich  aufweisen,  innerhalb  welchen  das  denaturierte  Eiweiß 
Filtrierpapier  nicht  passiert.  Die  graphische  Darstellung  der  in  den 
Tabellen  XX,  XXI  und  XXII  niedergelegten  Ergebnisse  findet  sich  in 
Fig.  10.  Nach  dem  Erhitzen  der  verschiedenen  Lösungen  bis  zum 
Siedepunkt  wurden  die  Niederschläge  auf  gewogenen  Papierfiltern 
gesammelt  und  gewaschen,  bei  110°  getrocknet  und  nachher  gewogen. 

Die  Wirkung  dieser  drei  Säuren  auf  die  Agglutinierung  der  Eiweiß- 
teilchen ist  bis  zu  einem  Zusatz  von  13  — 14  ccm  n/100  Säure  gleich; 
in  diesem  Punkte  wird  die  Fällung  vollständig  und  man  erhält  ein 
eiweißfreies  Filtrat.  Bei  weiterem  Säurezusatz  zeigt  die  Wirkung  der 
drei  Säuren  Unterschiede.  Bei  HCl  ist  die  Zone  der  vollständigen 
Ausfällung  nur  sehr  klein  (von  A— X in  Fig.  10),  d.  h.  sie  reicht  bis 
zu  einem  Zusatz  von  15,6  ccm  einer  n/100  HCl;  jenseits  dieser 
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Grenze  wird  dieser  kompakte  Niederschlag  allmählich  geringer,  bis  er  in 
einer  Lösung,  die  19,6  ccm  n/100  HCl  enthält,  fast  völlig  verschwunden 
ist.  Bei  Essig-  und  Buttersäure  reicht  diese  Zone  der  vollständigen  Aus- 
fällung bis  zu  einem  Zusatz  von  22,8  bzw.  30  ccm  von  n/100  Säure 
(von  A bis  Y bzw.  bis  Z,  Fig.  10);  bei  weiterem  Säurezusatz  wird  die 
Menge  des  Niederschlages,  der  vom  Filtrierpapier  zurückgehalten  wird, 
geringer,  jedoch  ist  die  Abnahme  viel  allmählicher  als  bei  HCl. 

Tabelle  XX 

10  ccm  verdünntes  Pferdeserum  (42,9  Proz.)  mit  verschiedenen  Mengen 
von  Salzsäure  angesäuert  und  2 Stunden  lang  auf  100°  C erhitzt. 

Gesamtvolum  = 80  ccm. 


Menge  der 
zugesetzten 
n/100  HCl  in 
ccm 

Menge  des 
zugesetzten 
Wassers  in 
ccm 

Menge 

des 

Niederschlags  in 
g 

0 

70 

0 

1,95 

68 

0 

3,9 

66 

0 

5,9 

64 

0,0078 

8,8 

61 

0,0100 

9,8 

60 

0,2561 

11,7 

58 

0,2873 

13,7 

56 

0,2988  || 

14,7 

15,65 

55 

54 

0,2969  [gM 
0,2996 )n§  | 

16,6 

53 

0,2238 

17,6 

52 

0,0407 

19,6 

50 

geringe  Spur 

Die  Ergebnisse  zweier  weiterer  Versuche  mit  Essig-  und  Butter- 
säure, bei  welchen  die  H+- Ionenkonzentrationen  vor  dem  Kochen  be- 
stimmt worden  waren,  zeigen  die  Tabellen  XXIII  und  XXIV.  Die 
Beobachtungen,  die  im  Bereich  der  maximalen  Ausfällung  gemacht 
wurden,  waren  nicht  zahlreich  genug,  um  die  optimale  Wasserstoff- 
ionenkonzentration mit  Sicherheit  zu  bestimmen,  aber  die  Region, 
in  welcher  maximale  Agglutination  erfolgte,  war  in  beiden  Fällen  fast 
die  gleiche,  nämlich  0,47  bis  1,35  X IO'5 n bei  Essigsäure  und  0,6  bis 
l,74xl0'5n  bei  Buttersäure.  Das  Mittel  aus  den  extremen  Werten 
dieses  Bereiches,  welches  ungefähr  bei  10  ® normal  liegt,  zeigt  keinen 
großen  Unterschied  von  dem  Werte,  welchen  Michaelis  und  seine 
Mitarbeiter  für  das  Serumalbumin  festgestellt  haben. 
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Tabelle  XXI 

10  ccm  verdünntes  Pferdeserum  (42,9  Proz.)  mit  verschiedenen  Mengen 
von  Essigsäure  angesäuert  und  2 Stunden  lang  auf  100°  C erhitzt. 

Gesamtvolum  = 80  ccm. 


Menge  der 
zugesetzten 
n,'100C2H402 
in  ccm 

Menge  des 
zugesetzten 
Wassers  in 
ccm 

Menge 

des 

Niederschlags  in 
g 

6 

64 

Spur 

7,8 

62 

0,0082 

8,7 

61 

0,0172 

9,7 

60 

0,2529 

11,65 

58 

0,2759 

14,55 

55 

0,2943 

, 

16,5 

53 

0,3003 

c 1 

19,4 

50 

0,3020 

II! 

21,35 

48 

0,2994 

Neu  * 
£ E 

22,8 

46,5 

0,3041 

T3 

24,3 

45 

0,2684 

29,1 

40 

0,1256 

34,0 

35 

0,0237 

Tabelle  XXII 

10  ccm  verdünntes  Pferdeserum  (42,9  Proz.)  mit  verschiedenen  Mengen 
von  Buttersäure  angesäuert  und  2 Stunden  lang  auf  100°  C erhitzt. 

Gesamtvolumen  = 80  ccm. 


Menge  der 
zugesetzten 
n/100C4H802 
in  ccm 


8 

9 

10 

12 

15 

20 

25 

30 

35 

37,5 


Menge  des 
zugesetzten 
Wassers  in 


ccm 


62 

61 

60 

58 

55 

50 

45 

40 

35 

32,5 


Menge 

des 

Niederschlages  in 

g 


0,0140 
0,0254 
0,2158 
0,2796 
0.2972  t 
0,3052  (-a  “I 
0,2980  f|i| 
0,2946  ]NIi-e 
0,0936 
0,0459 


Die  Versuche  zeigen  deutlich  das  vergrößerte  Fällungsbereich  bei 
Verwendung  schwach  ionisierter  Säuren 


108 


KOLLOIDCHEMISCHE  BEIHEFTE  BAND  V,  HEFT  1-4 


Fig.  10 

Menge  des  ausgefällten  Eiweißes,  welches  mittels  Filtrierpapier  abgeschieden 
werden  kann,  wenn  10  ccm  verdünntes  Pferdeserum  (42,9  Proz.)  mit  verschiedenen 
Mengen  von  Salz-,  Essig-  und  Buttersäure  angesäuert  und  2 Stunden  lang  auf 
100»  C erhitzt  werden  (siehe  Tab.  XX,  XXI  und  XXII).  Gesamtvolum  80  ccm. 

Ordinate  = Gewicht  des  Koagulums  in  Grammen. 

Abszisse  =*Zahl  der  zugesetzten  ccm  von  n/100  Säure. 

4» = HCl. 

1 = H2  C4  02 

O = H4  Cs  02 

Die  obigen  Ergebnisse  unterstützen  die  Schlußfolgerung  von 
W.  B.  Hardy  und  L.  Michaelis,  daß  die  Leichtigkeit,  mit  welcher 
die  denaturierten  Eiweißteilchen  sich  aneinanderlagern,  durch  die  Wasser- 
stoffionenkonzentration der  Lösung  bedingt  ist.  Wenn  man  bei  so  hohen 
Temperaturen  arbeitet  (98° — 100°  C),  wie  bei  unseren  Versuchen,  so 
findet  die  Agglutination  in  einem  viel  ausgedehnteren  Bereiche  statt, 
als  es  in  den  Untersuchungen  von  L.  Michaelis  der  Fall  war. 

Eine  Erklärung  der  Tatsache,  daß  der  isoelektrische  Punkt  der 
Eiweißkörper  auf  der  sauren  Seite  des  Neutralpunktes  liegt,  kann  in 
der  amphoteren  Natur  des  Eiweißmoleküls  gefunden  werden.  Michaelis 
sah  in  der  Lage  des  isoelektrischen  Punktes  einen  Ausdruck  der 
relativen  Tendenz  des  Eiweißes,  als  Säure  bzw.  als  Base  zu  dissoziieren. 
Aus  theoretischen  Ueberlegungen  schließt  er,  daß  das  Verhältnis 
Wasserstoffionen  zu  Hydroxylionen  („relative  Azidität“)  im  isoelek- 
trischen Punkte  gleich  dem  Verhältnis  der  Säuren-  bzw.  Basen- 
dissoziationskonstante des  Eiweißes  ist.  Dies  wurde  später  von 
Michaelis  und  Davidsohn  bei  der  Aminobenzoesäure  gezeigt,  wo 
diese  Konstanten  experimentell  bestimmt  worden  waren.  Nach  dieser 
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Ansicht  würde  bei  Anwesenheit  von  so  viel  Säure,  die  genügt,  um 
die  Dissoziation  der  Karboxylgruppe  auf  jene  der  Aminogruppe  herab- 
zusetzen, das  Eiweiß  isoelektrisch  werden  und  die  Teilchen  zufolge 
der  Oberflächenspannung  sich  aneinanderlagern. 


Tabelle  XXIII 


10  ccm  verdünntes  Pferdeserum1)  (42,9  Proz.)  nach  Zusatz  verschiedener 
Mengen  von  Essigsäure  30  Minuten  lang  auf  100°  C erhitzt. 

Gesamtvolum  80  ccm. 


Menge 
von  n/100 
C2H4O2  in 
ccm 

Menge  des 
zugesetzten 
H20  in 
ccm 

Menge  des  er- 
haltenen Nieder- 
schlags in 

g 

H ''-Ionenkonzentration 
der  Lösung  vor  dem  Erhitzen, 
in  Normalitäten 

0 

70 

0 

10-7-8  n (0,16xl0-7 n) 

5 

65 

0 

\ 

10-7»40n  (0,40  xl  0-7  n) 

7,5 

62,5 

0 

1 0-7.27 n (0,54x  IO-7  n) 

10 

60 

0,0074 

lO-Mt-ri  (l,30x  1 0"7 n ) 

12,5 

57,5 

0,2518 

1 0-6.2°  n ( 6,40  x 1 0-7  n) 

15 

55 

0,2614 

1 0-6.7°  n ( 1 7 x 1 0"7  n ) 

18 

52 

0,2874] 

1 

lag 

1 0'5.33  n ( 47  x 1 0-7  n ) 

22 

48 

0,2912 

10-5.05n  ( 89 x 1 0*7 n ) 

25 

45 

NH.  gj 

1 0-4-87 n ( 135x  IO-7 n) 

27 

43 

0,2629 

1 0’4.82 n ( 152 x IO-7  n) 

30 

40 

0,1187 

1 0"4,7® n ( 166 x IO*7 n) 

40 

30 

0,0160 

1 0"4-49  n ( 324  x 10-7n) 

Tabelle  XXIV 


10  ccm  verdünntes  Pferdeserum2)  (42,9  Proz.)  nach  Zusatz  verschiedener 
Mengen  von  Buttersäure  30  Minuten  lang  auf  100°  C erhitzt. 

Gesamtvolum  80  ccm. 


Menge 
des  n/100 
C4H8O2  in 
ccm 

Menge  des 
zugesetzten 
H20  in 
ccm 

Menge  des  er- 
haltenen Nieder- 
schlags in 

g 

H+- Konzentration 
der  Lösung  vor  dem  Erhitzen, 
in  Normalitäten 

0 

70 

0 

10-7.8  n.  (0,16x  IO*7 n) 
10-6, 85n  ( l,4x  IO-7  n) 
10-5.96 n (ll,0xl0-7n) 
1 0-5,22 n ( 60 x 10-7 n) 

10 

60 

0,0018 

14 

56 

0,2563 

20 

50 

0,2874] 

27 

43 

0,2906 

•S|| 

29 

41 

0,2872 

<U  3 £ 

t 

30 

40 

0,2768J 

1 0-4.76 n ( 1 74x  IO-7  n) 
1 0-4.63 n (229x  IO-7  n) 
1 0*4,33 n ( 468 x IO-7  n) 

40 

60 

30 

10 

0,0448 

0 

9 

2) 


Eine  andere  Probe  als 
Eine  andere  Probe  als 


die  in  den  Tabellen  XX  — XXII. 
jene  in  den  Tabellen  XX— XXII. 
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Die  Aggregation  der  Eiweißteilchen  unter  dem  Einfluß  von 
Elektrolyten,  die  gleich  besprochen  werden  soll,  scheint  ein  anderes 
Phänomen  zu  sein. 

b)  Der  Einfluß  von  Neutralsalzen. 

Die  Versuche  von  W.  Pauli  und  H.  Handovsky  (1908),  welche 
zeigten,  daß  Neutralsalze  die  Koagulationstemperatur  von  dialysiertem 
Rinderserum  erhöhen,  sind  bereits  besprochen  worden.  Handovsky 
(1910)  schloß,  daß  der  Einfluß  der  Salze  zweifacher  Art  sei,  indem  nicht 
allein  die  Agglutination,  sondern  auch  die  Denaturierung  durch  die  An- 
wesenheit von  Elektrolyten  gehemmt  wird.  Unsere  Versuche  am  Eier- 
albumin sind  in  Uebereinstimmung  mit  dieser  Ansicht  (siehe  oben  S.  88). 
L.  Michaelis  und  P.  Rona(1910,  I)  fanden,  daß,  wenn  Serumalbumin 
in  alkalischer  Lösung  durch  Erhitzen  denaturiert  wird,  viel  schneller 
eine  Agglutination  erfolgt,  als  wenn  das  Material  vorher  dialysiert  wurde. 
Die  hemmende  Wirkung  des  Salzes  war  schon  bemerkbar  bei  einer 
NaCl-Konzentration  von  0,06  Proz.  und  der  Prozeß  wurde  bei  einer 
Konzentration  von  über  0,6  Proz.  gänzlich  verhindert.  Beim  dena- 
turierten Eiklar  hingegen  scheint  die  Agglutination  durch  die  An- 
wesenheit von  geringen  Neutralsalzmengen  deutlich  unterstützt  zu 
werden  (Hardy  1910). 

Wir  haben  dies  manchmal  beim  Serum  bestätigt  gefunden,  wenn 
das  Salz  vor  dem  Erhitzen  zugesetzt  wurde.  In  der  vor- 
liegenden Mitteilung  beschäftigen  wir  uns  aber  nur  mit  der  Agglutination 
von  vorher  denaturierten  Eiweißkörpern. 

Der  anscheinende  Unterschied  im  Einfluß  der  Neutralsalze  auf 
denaturiertes  Serumeiweiß  bzw.  Eiklar  ist  deutlich  aus  den  Ergebnissen 
der  unten  angegebenen  Versuche  (a)  und  (b)  zu  ersehen. 

Pferdeserum. 

Die  Lösung  von  denaturiertem  Pferdeserum  wurde  in  der  folgenden  Weise 
hergestellt:  10  ccm  verdünntes  Serum  (43  Proz.),  30  ccm  Wasser  und  8 ccm 
0,01  normale  Essigsäure,  deren  Zusatz  die  H+- Konzentration  der  Lösung  auf 
ca.  10-6  normal  erhöhte,  wurde  eine  halbe  Stunde  im  Wasserbad  auf  100°  C 
erhitzt.  Dadurch  wurde  eine  milchige  Flüssigkeit  ohne  sichtbare  Teilchen  er- 
halten. Diese  Lösung  wurde  zwei  Tage  lang  gegen  Leitungswasser  dialysiert 
und  dann  mit  destilliertem  Wasser  so  lange  verdünnt,  bis  der  Eiweißgehalt  der- 
selbe war,  wie  in  den  früheren  Versuchen  (siehe  Tabelle  XX  XXIV).  Dieses 
Material  agglutinierte  rasch  in  der  Kälte  nach  Zusatz  einer  kleinen  angemessenen 
Säuremenge. 

Die  Salzwirkung  auf  die  Agglutinierung  wurde  dann  mit  Hilfe  des  Ver- 
gleiches der  Agglutinationsgeschwindigkeit  bei  verschiedenen  Konzentrationen 
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von  Essigsäure  bestimmt,  sowohl  bei  Abwesenheit,  als  nach  Hinzufügung  wech- 
selnder kleiner  Mengen  von  Natriumchlorid  und  Ammonsulfat. 

Die  Agglutinationsgeschwindigkeit  wurde  durch  die  Zeit  ausgedrückt, 
welche  vom  Moment  der  Hinzufügung  des  Salzes  zu  den  verschiedenen  Lösungen 
bis  zum  Erscheinen  von  mit  freiem  Auge  sichtbaren  Teilchen  verfloß.  Die 
reziproken  Werte  dieser  in  Minuten  ausgedrückten  Zeit  wurden  als  Index  der 
Agglutinierungsgeschwindigkeit  verwendet.  Die  Experimente  wurden,  um  die 
Agglutinierungsgeschwindigkeit  zweckentsprechend  bestimmen  zu  können,  in 
einem  Thermostaten  bei  37 0 ausgeführt. 

Die  Ergebnisse  von  Experimenten  mit  0,01,  0,1,  0,2  und  0,5  prozent.  Na  CI 
sind  in  Tabelle  XXV,  in  welcher  zum  Vergleich  die  erste  Kolonne  die  Ergeb- 
nisse eines  Kontrollexperimentes  ohne  Salzzusatz  enthält. 

Man  sieht,  daß  NaCl -Konzentrationen  unter  0,1  Proz.  ohne 
Wirkung  sind;  über  diese  Grenze  hinaus  wird  die  Agglutinations- 
geschwindigkeit fortschreitend  verlangsamt  und  auch  das  Aziditäts- 
bereich, in  welchem  eine  Agglutinierung  stattfinden  kann,  wird  ver- 
mindert (siehe  Tab.  XXV,  Versuche  mit  0,2  und  0,5  Proz.  NaCl). 
Das  nämliche  Ergebnis  ist  in  den  fünf  Kurven  der  Figur  1 1 dargestellt, 
wo  die  Agglutinationsgeschwindigkeit  als  Ordinate,  die  Essigsäure- 
menge als  Abszisse  aufgetragen  ist.  Diese  Kurven  zeigen  sehr  klar 
die  Salzwirkung,  indem  zur  Erreichung  des  Aziditätsoptimums  der 
Agglutination  mehr  Säure  erforderlich  ist1);  in  anderen  Worten,  es  wird 
Agglutination  in  Lösungen  hervorgerufen,  die  sonst  zu  sauer  sind, 
um  Ausfällung  zu  bewirken. 


0 Siehe  auch  Sörensen  und  Jürgensen,  1.  c.  419. 


112 


KOLLOIDCHEMISCHE  BEIHEFTE  BAND  V,  HEFT  1—4 


Tabelle  XXV 


5 ccm  einer  dialysierten  Lösung,  die  5,3  Proz.  Pferdeserum  enthält, 
durch  Zusatz  von  Wasser,  Salz  und  Säure  auf  8 ccm  verdünnt. 

Temp.  = 37°  C. 


Menge  der 
zugesetzten 
n/100  Essig- 
säure oder 

Agglutinierungsgeschwindigkeit,  gemessen  mittels  des  reziproken 
Wertes  von  t,  d.  i.  der  Zeit,  welche  vom  Beginn  der  Mischung  bis 
zum  Erscheinen  deutlich  sichtbarer  Teilchen  verfloß,  wenn  die 
Na  CI  - Konzentration  betrug : 

äquivalent  in 
ccm 

(0) 

0,01  Proz. 
(0,0017  n) 

0,10  Proz. 
(0,017  n) 

0,20  Proz. 
(0,034  n) 

0,50  Proz. 
(0,085  n) 

0,7 

l/t 

0 

V* 

0 

Vt 

Vt- 

Vt 

0,8 

2,7 

1,7 

<0,03 

— 

— 

0,9 

— 

3,0 

0,92 

— 

— 

1,0 

— 

— 

2,63 

— 

— 

1,1 

— 

— 

— 

— 

— 

1,2 

2,9 

— 

3,33 

— 

— 

1,3 

3,0 

3,57 

0,03 

— 

1,4 

— 

— 

3,85 

— 

— 

1,5 

3,0 

3,3 

2,38 

0,5 

— 

1,6 

1,09 

3,0 

1,49 

— 

— 

1,7 

0,04 

0,1 

0,92 

0,85 

— 

1,8 

0 

0,50 

— 

0,07 

1,9 

— 

— 

0,15 

1,49 

0,05 

2,0 

— 



— 

— 

0,04 

2,1 

— 

— 

— 

1,72 

0,03 

2,2 

— 

— 

— 

— 

0,02 

2,3 

— 

— 

— 

1,09 

— 

2,4 



— 

— 

— 

<0,017 

2,5 

— 

— 

— 

0,60 

— 

In  Tabelle  XXVI  sind  die  Ergebnisse  ähnlicher  Versuche  nieder- 
gelegt, die  die  Wirkung  von  Ammonsulfat  in  Konzentrationen  von 
0,1  bzw.  0,5  Proz.  zeigen.  Die  Wirkung  dieses  Salzes  ist  die  nämliche 
wie  beim  Natriumchlorid,  mit  der  Ausnahme,  daß  die  Hemmungswirkung 
auf  die  Agglutinierung  stärker  ist,  indem  sie  schon  bei  einer  Kon- 
zentration von  0,1  Proz.  zum  Ausdruck  kommt.  Auch  die  Tatsache, 
daß  bei  Gegenwart  von  Salzen  das  Agglutinationsoptimum  bis  zu  einer 
größeren  Säurekonzentration  verschoben  wurde,  ist  in  diesem  Fall 

gleichfalls  viel  deutlicher  ausgeprägt. 

ln  jenen  Fällen,  wo  die  Agglutinierung  zu  Beginn  langsam  war, 
war  sie  auch  gewöhnlich  unvollständig;  die  0,5  Proz.  Kochsalz  oder 
Ammonsulfat  enthaltenden  Lösungen  koagulierten  wenigstens  während 
der  ganzen  Dauer  der  Beobachtung  niemals  vollständig. 
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Tabelle  XXVI 


5 ccm  einer  dialysierten  Lösung,  die  5,3  Proz.  Pferdeserum  enthält, 
durch  Zusatz  von  Wasser,  Salz  und  Säure  auf  8 ccm  verdünnt. 

Temp.  — 37°  C. 


Menge  der 
zugesetzten 
n/100  Essig- 
säure in 

Agglutinierungsgeschwindigkeit,  gemessen  mittels  des  reziproken 
Wertes  von  t,  d.  i.  der  Zeit,  welche  vom  Beginn  der  Mischung 
bis  zum  Erscheinen  deutlich  sichtbarer  Teilchen  verfloß,  wenn 
die  Konzentration  des  (NH4)2S04  betrug: 

ccm 

(0) 

0,1  Proz.  (0,015  n) 

0,5  Proz.  (0,076  n) 

0,6 

7t 

1,09 

7t 

7t 

0,7 

5,88 

<0,01 

— 

0,9 

— 

0,47 

— 

1,0 

— 

1,5 

— 

1,1 

— 

2,0 

— 

1,2 

5,88 

— 

— 

1,3 

4,00 

3,6 

— 

1,4 

1,33 

— 

— 

1,5 

0,125 

3,0 

— 

1,7 

— 

3,0 

— 

1,9 

— 

2,0 

— 

2,0 

— 

— 

0,003 

2,1 

— 

1,5 

— 

2,2 

— 

— 

0,003 

2,3 

— 

0,9 



2,5 

— 

0,75 

0,005 

2,8 

— 

0,33 

<0,003 

3,0 

— 

— 



3,2 

— 

0,10 

— 

Fig.  12 


Agglutinierung  von  denaturiertem,  dialysiertem  (5,3  Proz.)  Pferdeserum  nach 
Zusatz  wechselnder  Konzentrationen  von  (NH4)2S04bei  370  (siehe  Tab  XXVI? 
Ordmaten  = Agglutinlerungsgeschwlndlgkeit  In  reziprok™  Werten  def  ze  ’ 
die  bis  zum  Auftreten  sichtbarer  Teilchen  erforderlich  ist 
Abszisse  _ ccm  von  n/100  Essigsäure,  die  in  dem  Gesamtvolum  von  8 ccm 

enthalten  sind. 
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Ei  klar. 

Zur  Verwendung  gelangte  eine  milchige  Lösung  von  denaturiertem  Eiklar, 
ähnlich  jener,  welche  für  die  Untersuchung  der  Wirkung  von  Säure  auf  die 
Agglutinierung  verwendet  wurde  (siehe  oben  S.  104/105).  5 ccm  denaturierten  und 
verdünnten  (1  : 32)  Eiklars  wurden  durch  Zusatz  verschiedener  Mengen  von  Säure, 
Salzlösung  und  Wasser  auf  8 ccm  aufgefüllt,  so  daß  die  Lösung  ungefähr  0,2  Proz. 
Eiweiß  enthielt.  Auf  diese  Weise  wurde  eine  Reihe  von  Lösungen  hergestellt, 
welche  verschiedene  Mengen  von  Essigsäure  enthielten,  sowie  weitere  ähnliche 
Reihen,  welche  außerdem  noch  1 bzw.  2 Proz.  Na  CI  als  Zusatz  erhielten  (ab- 
gesehen von  dem  natürlichen  Salzgehalt  der  Lösung). 

Die  Fällung  erfolgte  langsam  und  die  Beendigung  der  Agglutination  wurde 
bei  den  verschiedenen  Mischungen  nach  24stündigem  Stehen  bei  Zimmertemperatur 
beobachtet. 

Der  Salzzusatz  erwies  sich  als  agglutinationsbefördernd  und  er- 
weiterte das  Aziditätsbereich,  in  welchem  vollständige  Agglutinierung 
erfolgte,  stark  nach  der  sauren  Seite  hin.  Bei  Abwesenheit  von  Salz 
zeigte  sich,  daß  vollständige  Agglutination  nur  bei  Essigsäurekonzen- 
trationen erfolgte,  die  zwischen  1,5  ccm  und  5,0  ccm  n/100  Essig- 
säurezusatz (oder  einem  Aequivalent  dieser  Menge)  zu  einem  Gesamt- 
volumen von  8 ccm  lagen.  In  Gegenwart  von  1 Proz.  Na  CI  erfolgte 
noch  bis  zu  einem  Zusatz  von  3 ccm  n/10  Essigsäure  und  in  Gegen- 
wart von  2 Proz.  Na  CI  noch  bis  zu  einem  Zusatz  von  16  ccm  n/10 
Essigsäure  (bzw.  einem  Aequivalent  dieser  Menge)  in  demselben  Ge- 
samtvolum Agglutination. 

Der  Salzzusatz  befördert  auch  in  hohem  Maße  die  Agglutinierung 
von  reinem  kristallinischem  Eieralbumin.  Eine  dialysierte  einprozentige 
Lösung  desselben  fällt  beim  Kochen  nur  dann  vollständig  aus,  wenn 
die  Reaktion  sorgfältig  eingestellt  wird  (siehe  Tabelle  XVIII).  Eine 
einprozentige  Lösung  undialysierter  Kristalle  hingegen  (hergestellt  nach 
der  Methode  von  Hopkins  und  Pinkus  [1898]),  welche  0,3  bis 
0,4  Proz.  (NH4)2S04  enthält,  koaguliert  vollkommen  innerhalb  eines 
weiten  Aziditätsbereiches  (bei  einer  H+- Konzentration  von  10’3-1  n 
bis  10'7’4  n,  siehe  Tabelle  VIII). 

Die  Wirkung  des  Ammonsulfats  zeigt  sich  auch  sehr  schön  in  dem  folgen- 
den Versuche. 

Eine  dialysierte  Lösung  von  Albuminkristallen,  die  von  vornherein  eine 
H+- Konzentration  von  ca.  10-5  normal  besaß,  wurde  mit  verschiedenen  kleinen 
Mengen  von  Ammonsulfat  versetzt;  die  Albuminkonzentration  betrug  1 Proz.; 
die  erhaltenen  Lösungen  wurden  durch  15  Minuten  auf  dem  Wasserbad  auf 
100°  erhitzt.  Bei  Abwesenheit  von  Salz  wurde  eine  milchige  Lösung  erhalten, 
die  ein  partielles  Koagulum  enthielt. 

Die  Agglutination  war  bei  0,01  Proz.  (NH4)oS04  fast  vollständig;  bei  An- 
wesenheit von  0,1  Proz.  (NHJgSO*  erfolgte  vollständige  Ausfällung  und  das 
Filtrat  erwies  sich  als  eiweißfrei. 
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Die  anscheinend  entgegengesetzte  Wirkung,  welche  die  Salze  auf 
die  Agglutination  des  Eiereiweiß  bzw.  des  Serumeiweiß  ausüben,  könnte 
vielleicht  auf  irgendeiner  Wirkung  der  Salze  auf  die  Oberflächen- 
spannung zwischen  den  kolloiden  Teilchen  und  der  Zwischenflüssigkeit 
beruhen,  indem  diese  Spannung  beim  Serumeiweiß  erniedrigt,  beim 
Eiereiweiß  dagegen  erhöht  werden  könnte.  Wir  bemühten  uns  dies 
zu  beweisen,  indem  wir  versuchten,  im  ersteren  Falle  eine  Salz- 
adsorption durch  das  Kolloid  nachzuweisen;  wir  fanden  jedoch  in 
keinem  Falle  eine  Andeutung  einer  Adsorption. 

Es  schien  daher  wahrscheinlich,  daß  vergleichende  Untersuchungen 
mit  einer  größeren  Anzahl  von  Elektrolyten  und  deren  sie  zusammen- 
setzenden Radikale  einige  Klarheit  über  die  verschiedenartige  Salz- 
wirkung auf  die  Agglutination  des  Eier-  und  Serumeiweißes  bringen 
könnten.  Hardy  (1900)  wies  darauf  hin,  daß  die  Lösung  von 
denaturiertem  Eiweiß  eine  befriedigende  Analogie  zu  gewissen  an- 
organischen kolloiden  Lösungen  zeigt,  bei  welcher  die  fällende  Wirkung 
der  Elektrolyte  vollständiger  erforscht  worden  war.  Er  zeigte,  daß 
in  sauren  Lösungen  die  kolloiden  Teilchen  eine  positive  elektrische 
Ladung  aufweisen  und  sich  dem  Anion  des  zugesetzten  Elektrolyten 
gegenüber  empfindlich  erwiesen;  die  fällende  Kraft  desselben  wurde 
mit  seiner  Wertigkeit  verbunden.  In  ähnlicher  Weise  zeigen  die 
negativ  geladenen  Teilchen  der  alkalischen  Lösungen  sich  den  Kationen 
gegenüber  empfindlich. 


Tabelle  XXVII 

5 ccm  einer  Suspension  von  denaturiertem  verdünnten  Eiklar  im 
oder  nahe  dem  isoelektrischen  Punkte,  durch  Zusatz  von  Säure 
oder  Alkali,  Salzlösung  und  Wasser  auf  10  ccm  aufgefüllt. 

+ + + = Vollständige  Agglutinierung.  ++  = fast  vollständige 

Agglutinierung.  + = teilweise  Agglutinierung. 

H = fast  vollständige  Dispersion.  — = vollständige  Dis- 

persion, opalisierende  Lösung. 


Zu- 

gesetztes 

Salz 

, Cü 
e — «s 

u.cj; 

£.2« 

.0  E 

Zahl  der  zugesetzten  ccm  von 
n/100  HCl  (oder  äquivalent) 

ü 

3 .2.0 

C n<,  c n 

Zahl  der  zugesetzten 
ccm  von  n/100  Na  OH 
oder  äquivalent) 

*2  b 

z 

10 

2 

1 

0,5 

0,25 

je  b N 
So 

0,5 

1,0 

Kontrolle 
Na  CI 

Na2S  O4 
BaCl2 

6,05 

0,10 

0,05 

0,05 

+ 

+ + 
+ 

+ - 
+ 

+ + 
+ + + 
+ 

+ 

+ 

H-  + + 
+ + -T 
+ + 

+ 

+ + + 
+ + + 

+ + 

+++ 

+++ 
+ + + 
+++ 

+ 

+ 

+ 

+ + -f- 

+ + + 

8* 


9 Kein  Alkali  bzw.  Säurezusatz. 

2)  Eher  eine  etwas  bessere  Agglutination  als  in  den  entsprechenden  Röhren  ohne  Salz. 
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Tabelle  XXVIII 

Dialysiertes  Pferdeserum,  verdünnt  1:10  und  auf  90 — 100°  C erhitzt;  5 ccm  der  milchigen  Flüssigkeit  mit  Säure 

oder  Alkali,  Salzlösung  und  Wasser  auf  10  ccm  verdünnt. 

Bezeichnung  wie  in  Tab.  XXVII 
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Die  Versuche  in  Tabelle  XXVII  sind  mit  dein  obigen  in  Ueber- 
einstimmung. 

Verdünntes  Eiklar  wurde  filtriert,  auf  ca.  95°  C in  einem  Wasserbad  erhitzt, 
durch  Ansäuerung  ausgefällt,  filtriert,  die  Salze  mit  Wasser  herausgewaschen  und 
mit  Wasser  zu  einer  feinen  Suspension  aufgeschüttelt,  deren  Reaktion  die  des 
isoelektrischen  Punktes  war  oder  in  der  Nähe  desselben  sich  befand.  5 ccm  dieser 
Eiweißsuspension  wurden  durch  Zusatz  von  Säure  oder  Alkali,  Salzlösungen  und 
Wasser  auf  10  ccm  gebracht,  und  nun  die  Wirkung  von  Elektrolyten  auf  die 
Agglutination  untersucht;  zur  Verwendung  kamen  Natrium-  und  Bariumchlorid 
und  Natriumsulfat. 

Der  allgemeine  Eindruck  ist,  daß  das  Salz  die  Koagulation  unter- 
stützt. Während  bei  den  Natriumsalzen  sich  in  saurer  Lösung  das 
Sulfat  als  wirksamer  erweist,  üben  beide  Salze  in  alkalischer  nur  eine 
schwache  Wirkung  aus,  die  in  beiden  Fällen  gleich  ist.  Vergleicht 
man  die  Wirkung  der  beiden  Chloride,  so  zeigt  es  sich,  daß  die 
Wirkung  des  Bariumsalzes  in  weitaus  höherem  Maße  als  das  Natrium- 
salz in  alkalischer  Lösung  fällend  wirkt. 

Aehnliche  Versuche  mit  denaturiertem  Serumeiweiß  zeigt  Tab.  XXVIII. 
Das  Material  bestand  aus  dialysiertem  Pferdeserum,  dessen  Reaktion 
nach  dem  Verdünnen  und  Erhitzen  auf  der  alkalischen  Seite  des  iso- 
elektrischen Punktes  gelegen  war.  Bei  niederen  Konzentrationen  war 
die  Salzwirkung  genau  analog  jener  beim  Eierweiß;  in  Konzentrationen 
über  0,01  n verhinderten  alle  Salze  die  Agglutination. 

Dieser  Unterschied  in  der  Wirkungsweise  der  Elektrolyte  auf 
denaturierte  Eier-  und  Serumproteine  verschwindet  sofort,  wenn  drei- 
wertige Anionen  wie  Zitrat  verwendet  werden.  Natriumzitrat  bewirkt 
in  niederen  Konzentrationen  bei  beiderlei  Proteinen  in  saurer  Lösung 
eine  Agglutinierung  der  Teilchen,  während  bei  weiterem  Zusatz  dieses 
Salzes  neuerliche  Lösung  erfolgt.  Das  Salz  wurde,  um  es  vollständig 
neutral  zu  erhalten,  durch  Titration  von  Zitronensäure  mit  Natronlauge 
bestimmt,  da  sonst  die  Salzwirkung  durch  das  Dazwischentreten  der 
Reaktionswirkung  der  Lösung  kompliziert  wird. 

In  den  in  Tabelle  XXIX  dargestellten  Ergebnissen  bestand  das 
verwendete  Material  in  einer  verdünnten  Lösung  von  gekochter,  dia- 
lysierter  und  nachher  durch  Verdünnung  auf  0,1  Proz.  Eiweiß  ge- 
brachten Eiklarlösung.  Diese  wurde  dann  leicht  angesäuert,  so  daß 
die  Eiweißteilchen  dispergiert  wurden.  Bei  Zusatz  von  Natriumzitrat 
erfolgte  Agglutination,  wenn  die  Salzkonzentration  0,0006  n betrug; 
bei  weiterem  Salzzusatz  erfolgte  bei  einer  Konzentration  von  0,002  n 
bis  0,004  n neuerliche  Dispersion  der  Eiweißteilchen,  die  nun,  wie  eine 
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nachfolgende  Untersuchung  ergab,  eine  entgegengesetzte  Ladung  als 
ursprünglich  besaßen.  Die  dazu  nötigen  Konzentrationen  betrugen 
beim  Natriumchlorid  bzw.  Natriumsulfat  0,1  bzw.  0,006  n.  Eine  höhere 
Grenze  für  die  Dispersion  konnte  in  diesen  Fällen  nicht  nachgewiesen 
werden;  die  Agglutination  blieb  vollkommen  bis  zu  der  Konzentration, 
in  welcher  die  Ausfällung  (Aussalzen)  des  Eiweißes  begann. 

Tabelle  XXIX 

Eine  kolloide  Lösung  von  denaturiertem  Eiklar,  das  0,114  Proz. 
Eiweiß  enthielt,  wurde  durch  Dispersion  des  dialysierten  Materials 
mit  kleinen  Säure-  (a)  und  Alkalimengen  (b)  erhalten;  5 ccm  der 
milchigen  Lösung  mit  Wasser  und  Salzlösung  auf  10  ccm  verdünnt, 
a)  Ursprüngliches  Material  durch  Säure  dispergiert. 

-j-  ==  vollständige  Agglutinierung.  — = Dispergierung. 


Eiweiß- 

konzentration 

Zu- 

gesetztes 

Salz 

Salzkonzen- 
tration in 
Normalitäten 

Agglu- 

tination 

/ 

Salzkonzentration  in  Nor- 
malitäten, die  nötig  ist  zur 
Bewirkung  von 

Proz. 

Agglutinierung  [Dispergierung 

0,057 

Na  CI 

0,06 

0,08 

— 

0,10 

+ 

0,10 

• • • 

0,20 

+ 

0,50 

+ 

, 

0,057 

Na9SOi 

0,004 

— 

0,006 

+ 

0,01 

+ 

0,03 

+ 

> 0,006 

... 

* 

0,05 

+ 

0,5 

+ 

0,057 

Na3Cit 

')0,0002 

— 

(neutral) 

0,0004 

— 

0,0006 

+ 

0,0008 

+ 

o’ooi 

+ 

> 0,0006 

0,004 

0,002 

+ 

0,004 

— 

2)0,006 

— 

Eine  ähnliche  Erscheinung  konnte  beobachtet  werden,  wenn  Salze 
mit  mehrwertigen  Kationen  zur  alkalischen  Lösung  zugesetzt  wurden. 


0 Teilchen  positiv  geladen,  H+  - Konzentration  = IO-3.59  n (2580x  10-7  n). 
2)  Teilchen  negativ  geladen,  Konzentration  = 10-6>21  n (6,10  x 1(H  n). 


CHICK  UND  MARTIN,  DIE  HITZEKOAGULATION  DER  EIWEISSKORPER  \ ]9 


Eine  kolloide  Lösung  von  denaturiertem  Eiklar  in  alkalischer  Lösung 
wurde  durch  Kalziumchlorid  in  einer  Konzentration  von  0,02  n 
agglutiniert;  die  Dispergierung  hingegen  begann  bei  0,5  n.  Obgleich 
Lanthannitrat  sich,  wie  von  einem  Salz  eines  dreiwertigen  Metalls 
erwartet  werden  konnte,  als  kräftig  agglutinierendes  Mittel  erwies,  be- 
wirkte es  doch  innerhalb  der  verwendeten  Grenzen  keine  neuerliche 
Dispersion  (siehe  Tabelle  XXIX). 


b)  Ursprüngliches  Material  durch  Alkali  dispergiert. 

= vollständige  Agglutinierung.  — = Dispergierung. 


Eiweiß- 

konzentration 

Proz. 

Zu- 

gesetztes 

Salz 

Salzkonzen- 
tration in 
Normalitäten 

Agglu- 

tinierung 

Salzkonzentration  in  Nor- 
malitäten, die  nötig  ist  zur 
Bewirkung  von 

Agglutinierung  Dispergierung 

0,057 

Na  CI 

0,01 

_ 

0,5 

* 

1,0 

. • . 

2,5 

> 

0,057 

CaCl2 

0,01 

— 

0,02 

+ 

0,05 

+ 

0,1 

+ 

0,02 

0,5 

0,2 

+ 

0,5 

— 

1,0 

— 

0,057 

La(NÜ3)3 

0,0001 

— 

0,0002 

+ 

0,001 

+ 

0,0002 

0,01 

+ 

0,05 

+ 

0,011 

CaCl2 

0,001 

— 

0,01 

— 

0,03 

4- 

i 

0,05 

4- 

0,1 

+ 

0,03 

0,5 

0,2 

+ 

0,5 

— 

1,0 

— 

0,011 

La(N03)3 

0,00001 

— 

0,00005 

+ 

0,0001 

+ 

0,001 

+ 

0,005 

+ 

0,00005 

• • • 

0,05  . 

+ 

0,1 

+ 

1 

0,5 

+ 
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Tabelle  XXX 

Dialysiertes  Pferdeserum.  a)  Erhitzt  in  einer  Lösung,  die  in  100  ccm 
0,17  g Eiweiß  und  1 ccm  n/100  NaOH  enthielt.  b)  Erhitzt  in 
einer  Lösung,  die  in  100  ccm  0,056  g Eiweiß  und  7,7  ccm  n/100 
HCl  enthielt.  2,5  ccm  der  obigen  Lösung  wurden  durch  Zusatz  von 
Wasser  und  Salzlösung  auf  5 ccm  verdünnt. 


Eiweiß- 

Zu- 

Salz- 

Salzkonzentration,  die 

Zeichen  der 

konzen- 

h 

nötig  ist  zur  Bewirkung 

elektrischen 

konzen- 

tration 

Proz. 

gefügtes 

tration  in 
Nor- 
malitäten 

W)3 
Öfl  £ 

von 

Ladung  der 
dispersen 
Teilchen 

Salz 

<;s 

Agglu- 

tinierung 

Dis- 

pergierung 

0,085 

La(N03)3 

0,00 

— 

' 

0,00005 

— 

0,00006 

+ + 

0,0001 

+ + 

0,0005 

+ + 

0,00006 

0,002 

0,0008 

+ + 

0,001 

+ 

0,002 

— 

0,005 

— 

+ 

0,085 

CaCl2 

0,005 

— 

0,008 

+ 

0,01 

+ + 

0,008 

0,02 

... 

0,02 

— 

0,03 

— 

0,0085 

CaCl2 

0,00 

+ + 

' 

— 

0,005 

+ + 

0,01 

+ + 

0,015 

+ + 

... 

0,02 

0,02 

— 

0 

0,025 

— 

0 

0,03 

— 

0 

0,028 

Na3Cit 

0,0001 

— 

+ 

0,0005 

— 

+ 

0,0008 

+ + 

0,001 

+ + 

0,0008 

0,01 

0,005 

+ 

0,01 

— 

0,015 

— 

0,028 

Na2S04 

0,001 

0,005 



• 0,01 

0,05 

_I_ 

T 

+ (schwach-) 

0,01 

+ + 

0,05 

— 

_j |_  = Agglutinierung,  -j-  = partielle  Agglutination,  — Dispergierung. 


CHICK  UND  MARTIN,  DIE  HITZEKOAQULATION  DER  EIWEISSKÖRPER  |21 


Einige  vergleichende  Versuche  über  die  dispergierende  Kraft  ver- 
schiedener Salze  für  Serumeiweiß  und  die  Abhängigkeit  derselben  von 
der  Wertigkeit  finden  sich  in  der  Tabelle  XXX  angegeben.  In  saurer 
Lösung  wurde  das  Eiweiß  (0,028  Proz.)  von  Na2S04  in  einer  Kon- 
zentration von  0,01  n gefällt  und  bei  0,05  n wieder  in  Lösung  ge- 
bracht. Beim  Natriumzitrat  reduzierten  sich  diese  Werte  auf  0,0008 
bzw.  0,01  n.  Eine  ähnliche  Wirkung  auf  alkalische  Dispersionen  des 
nämlichen  Proteins  zeigten  Salze  mit  zwei-  und  dreiwertigen  Kationen; 
solche  Dispersionen  wurden  von  Ca  Clo  und  La(N03)3  in  den  nied- 
rigen • Konzentrationen  von  0,02  bzw.  0,002  n gelöst. 

Der  Unterschied  in  der  Elektrolytwirkung  in  sauren  oder  alkalischen 
Lösungen  auf  denaturierte  Serum-  und  Eierproteine  ist  demnach 
nur  ein  gradweiser.  Für  die  Agglutination  beider  gibt  es  eine  optimale 
Elektrolytkonzentration,  die  abnimmt,  wenn  die  Wertigkeit  steigt.  Ein 
Ueberschreiten  dieses  Optimums  verhindert  die  Agglutinierung  und 
bewirkt  in  einigen  Fällen  eine  Wiederlösung  des  Proteins.  Bei  den 
denaturierten  Serumeiweißkörpern  bewirkt  Elektrolytüberschuß  leicht 
eine  Wiederlösung  der  Teilchen,  während  beim  Eieralbumin  dies  nur 
unter  dem  Einfluß  mehrwertiger  Ionen  erfolgt.  F.  G.  Hopkins  und 
H.  Savory  (191 1)  hatten  es  bei  ihrer  Untersuchung  über  dieBence- 
J o n es  'sehen  Eiweißkörper  allem  Anschein  nach  mit  einer  ähnlichen 
Erscheinung  zu  tun.  Sie  schrieben  die  Instabilität  des  Hitzekoagulums 
einer  außerordentlichen  Empfindlichkeit  gegenüber  der  Anwesenheit 
von  Elektrolyten  zu,  deren  „lösende“  Kraft  besonders  dann  ausgeprägt 
war,  wenn  sie  aus  mehrwertigen  Ionen  zusammengesetzt  waren. 

Beziehung  des  Salzeinflusses  auf  die  Agglutination  zu 
seiner  Wirkung  auf  die  Wa  s s e r s t o f f i o n e nkonzentration. 

Wir  haben  bereits  (S.  89)  die  Aufmerksamkeit  auf  die  Schluß- 
folgerungen von  W.B.Hardy  (1905)  und  Wo.  Pauli  und  H.  Handovsky 
(1908)  gelenkt,  daß  die  Azidität  der  Eiweißlösungen  durch  Zusatz  von 
Neutralsalz  vergrößert  wird.  Sie  kamen  aber  bei  ihren  Versuchen  mit 
Indikatoren  zu  irrtümlichen  Resultaten,  da  die  Verwendung  von  Indikatoren 
sich  bei  Anwesenheit  von  Eiweiß  und  Salz  als  unzuverlässig  erwiesen 
hatte.  (Michaelis  und  Rona  [1909,1],  Sörensen  [1909].) 

Unsere  eigenen  Versuche  über  diesen  Gegenstand  (1911,  21,  und 
1912,  II,  280)  haben  gezeigt,  daß 

1.  die  Wasserstoffionenkonzentration  (welche  elektrometrisch  be- 
stimmt wurde),  von  schwach  sauren  Eiweißlösungen  durch  Salzzusatz 
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eine  Herabsetzung  erfährt,  deren  Ausmaß  von  der  Wertigkeit  des 
Anions  abhängt; 

2.  daß  in  alkalischen  Eiweißlösungen  eine  ganz  ähnliche  Reduktion 
der  Hydroxylionenkonzentration  stattfindet,  deren  Größe  von  der  Wertig- 
keit des  Kations  abhängig  ist. 

Diese  Erscheinungen  zeigten  sich  sowohl  bei  Lösungen  von 
denaturiertem  Eiweiß  (siehe  unten  S.  90/91,  Tabelle  XIII)  als  auch  bei 
solchen  von  nativem  Eiweiß. 

Die  Reaktionsänderung  von  Eiweißlösungen  durch  Neutralsalz 
kommt  möglicherweise  auf  zweierlei  Art  zustande.  Dieselbe  Erscheinung1) 
zeigt  sich  bei  Aminosäuren,  z.  B.  beim  Glykokoll,  wo  Salzzusatz  die 
Azidität  einer  verdünnte  Salzsäure  enthaltenden  Lösung  herabsetzt. 
In  diesem  Falle  entsteht  eine  chemische  Verbindung  zwischen  der 
Aminosäure  und  dem  Salz;  definierte  kristallisierte  Verbindungen 
scheinen  von  P.  Pfeiffer  und  J.  Modelski  (1912)  dargestellt  worden 
zu  seip.  Ein  Teil  der  eben  beschriebenen  Wirkung  beruht  vielleicht 
auf  der  verminderten  Hydrolyse  des  Eiweißsäure-  bzw.  Eiweißalkali- 
salzes nach  Vereinigung  des  Eiweißes  und  des  Elektrolyten.  Die 
stärkere  Wirkungsweise  von  zwei-  und  dreiwertigen  Ionen  erhält  jedoch 
durch  eine  derartige  Hypothese  keine  Erklärung. 

Einige  Analogie  hierzu  bieten  die  Beobachtungen  von  W.  R.  Whitney 
und  J.  E.  Ober  (1902),  welche  zeigten,  daß  beim  Ausfällen  eines  negativen 
Kolloides,  nämlich  des  Arsentrisulfides,  mit  Bariumchlorid  Salzsäure 
auftrat  und  Barium  von  dem  Niederschlag  mitgerissen  wurde. 
H.  Freundlich  (1909)  hatte  gleichfalls  gezeigt,  daß  bei  der  Adsorption 
elektropositiver  Farbstoffe  durch  zwei  negative  Dispersoide,  Holzkohle 
und  Arsentrisulfid,  die  Wasserstoffionenkonzentration  im  Dispersions- 
mittel steigt. 

Für  eine  angemessene  Erklärung  des  ganzen  Vorganges  würde 
es  vor  allem  nötig  sein,  etwas  über  die  Ursache  der  ursprünglichen 
Ladung  der  kolloiden  Teilchen  zu  wissen.  Die  Verhältnisse  bei  den 
anorganischen  Kolloiden  sind  bis  jetzt  noch  dunkel2)  und  obgleich 

1)  Herr  Kollege  Dr.  Atkin  hatte  die  Freundlichkeit,  H+-  Konzentrations- 
bestimmungen von  Glykokoll  - Lösungen  -)-  kleine  Salzsäuremengen  mit  und  ohne 
Na  CI -Zusatz  durchzuführen. 

2)  H.  Freundlich  betrachtet  die  elektrische  Ladung  anorganischer  Kolloide 
durch  Spuren  von  Elektrolyten  bedingt,  welche  bei  der  Herstellung  in  Lösung 
gelangen.  So  schreibt  er  die  negative  Ladung  des  As2S8-Sols  der  Anwesenheit 
von  Spuren  von  H2S  zu;  er  betrachtet  hierbei  die  S- Ionen  als  enger  an  die 
kolloiden  Teilchen  gebunden,  während  die  H+- Ionen  sich  freier  in  der  Nachbar- 
schaft befinden. 
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Tabelle  XXXI 

Eine  verdünnte  Lösung  von  Eiklar  wird  filtriert,  erhitzt,  durch  Säure- 
zusatz gefällt,  der  Niederschlag,  um  die  Salze  zu  entfernen,  gewaschen 
und  mit  Wasser  zu  einer  feinen  Suspension  aufgeschüttelt;  5 ccm  der 
Lösung  auf  10  ccm  durch  Zusatz  von  Säure,  Alkali,  Salzlösung  und 

Wasser  verdünnt. 


Versuch  1 

Zu- 

gesetztes 

Salz 

Salzkonzen- 
tration in  Nor- 
malitäten 

Anzahl  der  zuges. 
ccm  n/100  H CI 
(oder  äquivalent) 
im  Gesamtvolum! 
von  10  ccm 

Anzahl  der  zuges  J 
ccm  n/100  NaO  Hl 
(oder  äquivalent)1 
im  Gesamtvolum! 
von  10  ccm  1 

Wasserstoffionen- 

konzentration 

. 

in 

Normalitäten 

Grad 

der 

Agglutinierung 

1 

— 

— 

— 

0,5 

10-7.39  n 
(0,405X10-7  n) 

dispergiert 

2 

— 

— 

— 

0,25 

10-6-75  n 
(1,77x10-7  n) 

3 

— 

— 

— 

0,17 

1 0"6’53  n 
(3,0  x 1 0*7  n) 

» 

4 

0,00 

0,00 

IO"5,54  n 
(28,9  x 1 0"7  n) 

agglutiniert 

5 

~ 

0,08 

— 

IO-4-03  n 
(934  x 1 0"7  n) 

fast  vollständig 
agglutiniert 

6 

0,17 

1 0'3-89  n 
(1280  x 1 0-7  n) 

schwach 

agglutiniert 

7 

0,25 

10-3A9  n 

(2033  Xl0-7n) 

dispergiert 

8 

— 

0,50 

— 

10-3.28  n 

(5190  x 1 0'7  n) 

9 

— 

1,0 

— 

10-3.19  n 
(6460  x 1 0"7  n) 

10 

Na2  S 04 

0,005 

0,5 

— 

1 0"4,i3  n 
(736  x 1 0"7  n) 

agglutiniert 

1 1 

» 

0,75 

10-3.85  n 
(1407  x 1 0*7  n) 

fast  vollkommen 
agglutiniert 

12 

rt 

1,0 

— 

fast  vollkommen 
dispergiert 

13 

it 

0,05 

0,17 

10-6.78  n 
(1,6  x 1 0*7  n) 

fast  vollkommen 
agglutiniert 

14 

n 

0,25 

IO'6-4?  n 
(3,4  Xl0-7n) 

fast  vollkommen 
agglutiniert 

15 

n 

» 

1,0 

IO'4-00  n 
(1000  x 1 0*7  n) 

agglutiniert 

16 

n 

n 

5,0 

— 

10-2.70  n 

(20000  x IO-7 n) 

1 0-7,064  n 

(0,86x10-7  n) 

» 

17 

BaCl2 

0,005 

0,5 

V 
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uns  die  amphotere  Natur  des  Eiweißmoleküls  eine  Handhabe  gibt,  die 
ursprüngliche  Ladung  des  Eiweißes  zu  erklären,  finden  wir  keinen  An- 
haltspunkt, den  Einfluß  der  Elektrolyte  auf  die  Reaktion  der  Lösung 
oder  die  Agglutination  der  Teilchen  zu  erklären.  Nach  unseren  Ver- 
suchen scheint  es,  daß  wir  es  hier  mit  Erscheinungen  zu  tun  haben, 
die  an  der  Grenze  zwischen  ionischer  Dissoziation  und  spezifischer 
Adsorption  von  Ionen  seitens  einer  Oberfläche  liegen. 

Tabelle  XXXII 

Dialysiertes  Pferdeserum,  verdünnt  1:10,  erhitzt  auf  95°  C.  5 ccm 
der  milchigen  Flüssigkeit  werden  durch  Zusatz  von  Säure  oder  Alkali, 
Wasser,  Salzlösung  auf  10  ccm  verdünnt. 


Versuch 

Zu- 

gefügtes 

Salz 

Salzkonzeo- 
tration  in 
Normalitäten 

Anzahl  der 
zugesetzten 
ccm  n'100 
HCl 

(oder  äquiv.) 

Wasserstoffionen- 
konzentration 
in  Normalitäten 

Grad 

der 

Agglutinierung 

1 

— 

— 

0 

1 0-7-08  n 

(0,83 x IO-7 n) 

dispergiert 

2 

— 

— 

0,5 

1 0"6-36  n 

(4,35 X IO-7 n) 

» 

3 

— 

— 

0,6 

1 0-6,08  n 

(8,22  x 1 0-7  n ) 

vollständige 

Agglutinierung 

4 

— 

— 

0,75 

IO*5-51  n 

(30,7 x IO’7  n) 

» 

5 

— 

— 

0,85 

1 0"4-54  n 

(287  x 1 0"7 n ) 

dispergiert 

6 

— 

— 

1,0 

1 0-4-09  n 

(803  x 1 0“7 n ) 

» 

7 

Na2  S 04 

0,005 

0,5 

1 0'6-56  n 

(2,77 x IO'7  n) 

w 

8 

» 

1,0 

1 0-5.20  n 

(63,5 x IO-7 n) 

vollständige 

Agglutinierung 

9 

0,05 

0 

1 0-7-00  n 

(l,00xl0-7n) 

dispergiert 

10 

w 

0,5 

10-M2n 

(3,81  x 10'7n) 

» 

11 

» 

» 

1,0 

IO"5-51  n 

(30, 6x  IO-7 n) 

Es  entsteht  die  Frage,  inwieweit  die  agglutinationshemmende 
oder  -fördernde  Wirkung  der  Elektrolyte,  wie  sie  im  vorhergegangenen 
Abschnitt  geschildert  wurde,  durch  ihre  Wirkung  auf . die  Reaktion 
(d.  h.  Azidität  bzw.  Basizität)  erklärt  werden  kann.  Es  ist  ja  klar, 
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daß  eine  Lösung,  deren  Wasserstoffionenkonzentration  ein  wenig  größer 
oder  ein  wenig  kleiner  ist  als  jene,  die  für  die  vollständige  Ausfällung 
alles  vorhandenen  denaturierten  Eiweißes  erforderlich  ist,  durch  Zusatz 
von  Neutralsalz  auf  den  für  die  Agglutinierung  angemessenen  Aziditäts- 
grad gebracht  werden  kann.  Es  wurde  daher  eine  Reihe  von  Ver- 
suchen, ähnlich  den  oben  beschriebenen,  mit  denaturiertem  Eier-  und 
Serumeiweiß  ausgeführt  und  die  Wasserstoffionenkonzentration  sowohl 
vor  als  nach  dem  Zusatz  von  verschiedenen  Salzen  bestimmt. 

Ei  klar.  Die  Ergebnisse  einer  Reihe  von  Versuchen  mit  de- 
naturiertem Eiklar  sind  in  Tabelle  XXXI  dargestellt.  Das  verwendete 
Material  war  das  nämliche  wie  oben  (Tabelle  XXVII)  und  seine  Reaktion 
lag  im  oder  nahe  beim  isoelektrischen  Punkte.  Bei  Abwesenheit  von 
Salz  lag  die  Agglutinierungszone  zwischen  einer  H+-Ionenkonzentration 
von  3 bis  900  x IO-7  normal.  Zusatz  von  Na2S04  in  einer  Konzentration 
von  0,005  und  0,05  n erweiterte  dieses  Fällungsbereich  auf  der  sauren 
Seite  bis  zu  einer  Wasserstoffionenkonzentration  von  1400  bzw. 
20000  x 10'7.  Gleichzeitig  verminderte  die  Salzanwesenheit  in  hohem 
Grade  die  vor  dem  Zusatz  vorhandene  Wasserstoffionenkonzentration. 
In  ähnlicher  Weise  erniedrigte  Zusatz  von  0,005  n Bariumchlorid  die 
OH  -Ionenkonzentration  und  erweiterte  das  auf  der  alkalischen  Seite 
gelegene  Agglutinationsbereich. 

Pferdeserum.  Die  Wirkung  des  Natriumsulfates  auf  die  Wasser- 
stoffionenkonzentration von  Lösungen,  die  Teilchen  von  denaturiertem 
Serumeiweis  enthalten,  ist  ähnlich  dem,  was  für  das  Eiereiweiß  gilt; 
in  niederen  Konzentrationen  wird  die  Agglutination  in  saurer  Lösung 
gefördert  (Versuch  8,  lab.  XXXII).  Beträgt  aber  die  Salzkonzentration 
0,05  n,  so  wird  die  Agglutinierung  verhindert,  selbst  wenn  die 
Wasserstoffionenkonzentration  gleich  der  optimalen 
Azidität  für  Ausfällung  in  Abwesenheit  der  Salze  ist 
(Versuch  2 und  4,  Tab.  XXXII). 

Was  immer  auch  nun  die  Natur  des  dieser  Erscheinung  zu- 
grundeliegenden Vorganges  sein  mag,  so  ist  doch  sicher,  daß  die 
durch  Elektrolyte  bewirkte  Reaktionsänderung  außerstande  ist,  den 
Einfluß  der  letzteren  auf  die  Agglutinierung  zu  erklären. 

Die  Erklärung  der  agglutinierenden  und  lösenden 

Elektrolytwirkung. 

Auf  den  ersten  Blick  erscheint  es  verwirrend,  daß  eine  kolloide 
Lösung  von  denaturiertem  Serum  bei  einer  gewissen  Elektrolytkon- 
zentration zerstört  wird  und  daß  bei  weiterem  Zusatz  des  nämlichen 
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Salzes  eine  neuerliche  Dispersion  erfolgt.  Die  Fällung  der  anorganischen 
Kolloide  durch  Elektrolyte  beruht  anscheinend  auf  Entladung  ihrer 
Teilchen,  zufolge  der  Adsorption  der  entgegengesetzt  geladenen  Ionen 
des  Elektrolyten  von  diesen  Teilchen.  S.  E.  Linder  und  H.  Picton  (1895) 
fanden,  daß  bei  Ausfällung  der  negativ  geladenen  Teilchen  des  kolloiden 
Arsentrisulfides  durch  Bariumchlorid  sich  Barium  in  dem  Niederschlag 
des  Sulfides  vorfindet.  W.  R.  Whitney  und  J.  E.  Ober  (1902)  bestätigten 
die  Beobachtung  von  Linder  und  Picton  und  zeigten,  daß  eine 
genau  äquivalente  Chlormenge  in  der  Lösung  zurückblieb,  die  der 
freien  Säure  entsprach,  so  daß  die  Reaktion  der  Lösung  deutlich  ver- 
ändert wurde.  Lewis  (1909)  konnte  zeigen,  daß  bei  einer  Petroleum- 
emulsion, die  mit  Bariumchlorid  gefällt  wurde,  das  Barium  von  den 
Oelteilchen  absorbiert  wurde.  In  allen  diesen  Fällen  ist  die  Agglu- 
tination mit  einer  Entladung  der  Teilchen  verbunden. 

Geht  die  lonenadsorption  aber  so  weit,  daß  mehr  Ionen  adsorbiert 
werden,  als  nötig  sind,  um  eine  Entladung  zu  bewirken,  so  nehmen 
die  Teilchen  die  entgegengesetzte  Ladung  an  und  erfahren  die  ent- 
sprechende Verringerung  der  Oberflächenspannung.  Die  Teilchen 
stoßen  einander  dann  ab  und  es  erfolgt  von  neuem  Dispersion.  Daß  dies 
tatsächlich  der  Fall  ist,  wurde  von  E.  F.  B u r t o n (1909)  gezeigt,  der  nach- 
wies, daß  die  positiv  geladenen,  kolloiden  Kupferteilchen  nach  Zusatz 
eines  Ueberschusses  von  Kaliumphosphat  zur  Anode  wandern.  Nach 
dieser  Analogie  könnte  man  z.  B.  das  Verhalten  von  saurem  Eiereiweiß 
gegenüber  Natriumzitrat  in  der  Weise  erklären,  daß  die  negativen 
Anionen  in  minimalen  Konzentrationen  imstande  sind,  die  positiven 
Eiweißteilchen  zu  entladen;  vergrößert  man  die  Konzentration  des 
Zitrats,  so  wird  das  anfänglich  entladene  Eiweißteilchen  zufolge  der 
mächtigen  Wirkung  des  dreiwertigen  Anions  wieder  geladen,  aber  mit 
der  entgegengesetzten  Ladung  als  vorhin1).  Der  Unterschied  zwischen 
denaturiertem  Serum  und  Eiereiweiß  wäre  demnach  kein  wesentlicher, 
sondern  nur  ein  gradweiser.  Die  dispersen  1 eilchen  des  letzteren 
werden  wohl  leichter  entladen,  aber  nur  schwer  überladen;  beim  ersteren 
hingegen  ist  die  Tendenz,  überladen  zu  werden  so  groß,  daß  elektrisch 
neutrale  Teilchen  bei  Anwesenheit  schon  geringer  Konzentration  von 


i)  Die  Beobachtungen  von  G.  Min  es  (1912)  gehören  derselben  Kategorie 
an ; er  zeigte,  daß  die  roten  Blutkörperchen  von  Scyllium  canicula  durch  niedere 
Konzentration  von  Ceriumchlorid  agglutiniert  und  bei  Erhöhung  der  Konzentration 
neuerlich  dispergiert  werden,  wobei  die  Zellen  sich  im  entgegengesetzten  Sinne 
aufladen. 
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Elektrolyten,  besonders  wenn  diese  aus  mehrwertigen  Ionen  bestehen, 
sehr  schwer  erhalten  werden  können. 

Die  kolloiden  Teilchen  der  Eiweißkörper  scheinen  außerordentlich 
empfindlich  gegenüber  der  Einwirkung  von  Elektrolyten  zu  sein  und 
eine  ganz  besondere  Tendenz  zu  besitzen,  Ionen  zu  adsorbieren.  Um 
diese  Hypothese  zu  prüfen,  war  es  notwendig,  die  elektrische  Ladung 
der  Eiweißteilchen  vor  und  nach  der  Dispersion  durch  Salze  zu 
vergleichen.  Die  Richtung  der  Wanderung  im  elektrischen  Felde  wurde  im 
Mikroskop  bei  Dunkelfeldbeleuchtung  beobachtet.  Zu  diesem  Zwecke 
soll  die  Dispersion  nicht  zu  groß  sein,  da  die  Teilchen  sonst  im 
Ultramikroskop  unsichtbar  werden.  Die  Flüssigkeit  wurde  in  einem 
flachen  Glaskästchen,  welches  sich  auf  dem  Objektträger  eines  Mikro- 
skops befand,  untergebracht  (Fig.  13).  Die  Längsseiten  dieses  Behälters 


wurden  von  zwei  Deckglasstreifen  von  0,3  mm  Dicke  gebildet,  die  mit 
Kanadabalsam  auf  ihrer  Unterlage  befestigt  waren.  Die  Querseiten 
bestanden  aus  zwei  Platinblättchen,  die  von  der  nämlichen  Dicke  und 
in  ähnlicher  Weise  auf  dem  Objektträger  befestigt  waren  wie  die 
Seitenteile.  Die  Decke  des  Kästchens  bildete  ein  dickes  Deckgläschen. 
Eines  der  Platinstücke  war  etwas  kürzer  als  das  andere,  so  daß  ein 
Kanal  entstand,  durch  welchen  die  überschüssige  Flüssigkeit  nach 
Auflegen  des  Deckgläschens  ablaufen  konnte.  An  jedem  Platinplättchen 
war  eine  Spirale  von  Platindraht  angeschweißt,  welche  dazu  dient, 
den  von  den  Akkumulatoren  kommenden  Strom  zuzuleiten.  Der  Ab- 
stand der  beiden  Elektroden  betrug  2 cm  und  die  verwendete  Strom- 
spannung 8 Volt.  Um  bei  dieser  Methode  die  störende  Wirkung  der 
Elektrolyse  hintanzuhalten,  ist  es  von  wesentlicher  Bedeutung,  daß  der 
Strom  nur  auf  kurze  Zeit  während  der  Beobachtung  geschlossen  wird. 
Der  Strom  wird  dann  umgekehrt  und  die  Beobachtung  wiederholt. 
Wünscht  man  die  Geschwindigkeit  der  Bewegung  zu  verfolgen,  so 
kann  dies  mit  Hilfe  eines  Okularmikrometers  geschehen,  das  vorher 
für  die  spezielle  verwendete  optische  Kombination  geeicht  wurde. 
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Die  Dispersion  muß  sehr  verdünnt  sein,  sonst  werden  zu  viel  Teilchen 
sich  im  Gesichtsfeld  befinden. 

Bei  Verwendung  dieser  Methode  müssen  die  beobachteten  Teilchen 
in  einiger  Entfernung  von  der  Oberfläche  des  Deckgläschens  oder 
des  Objektträgers  sich  befinden,  da  in  der  Nachbarschaft  der  Glas- 
wände unter  dem  Einfluß  der  elektrischen  Endosmose  eine  Flüssigkeits- 
bewegung erfolgt,  welche  natürlich  die  Teilchen  mit  sich  reißt.  Bei 
dem  von  uns  verwendeten  elektrischen  Feld  von  4 Volt  pro  cm  be- 
schränkt sich  dieser  Effekt  auf  eine  Tiefe  von  0,05  mm  von  jeder 
Oberfläche  aus  gerechnet.  Eine  andere  Einschränkung  ist  dadurch 
gegeben,  daß,  wenn  die  Elektrolytkonzentration  über  einen  bestimmten 
Wert  wächst,  an  den  Elektroden  Gasblasen  aufsteigen,  welche  Be- 
wegungen der  Teilchen  verursachen.  Das  Bereich  der  Elektrolyt- 
konzentration, innerhalb  welchem  es  noch  möglich  ist,  ohne  Gasblasen- 
bildung zu  arbeiten,  kann  aber  durch  Ueberziehen  der  Elektroden  mit 
Platinmohr  noch  beträchtlich  erweitert  werden. 

Aus  Tabelle  XXX  ist  zu  ersehen,  daß  beim  Serum  die  in  saurer  Lösung 
durch  Natriumzitrat  und  Natriumsulfat  bewirkte  Dispergierung  von  einem 
Vorzeichenwechsel  der  Teilchenladungen  vom  positiven  zum  negativen 
begleitet  ist.  Daß  diese  Wirkung  unabhängig  von  der  Verminderung 
der  Wasserstoffionenkonzentration  ist,  zeigt  Tabelle  XXXIII,  wo  Teilchen 
denaturierten  Serumeiweißes,  welche  durch  Na2S04  in  Lösung  ge- 
bracht wurden,  negativ  geladen  erscheinen,  obgleich  die  Reaktion  der 
Lösung  auf  der  sauren  Seite  des  ursprünglichen  isoelektrischen 
Punktes  liegt. 

ln  alkalischer  Lösung  wurden  die  negativ  geladenen  dispersen 
Teilchen  durch  CaCl2  und  durch  La(N03)3  agglutiniert  und  bei 
weiterem  Zusatz  dispergiert;  jedoch  konnte  nur  in  letzterem  Falle  das 
Vorhandensein  einer  positiven  Teilchenladung  nachgewiesen  werden. 
Die  mittels  CaCl2  enthaltende  kolloide  Lösung  ist  schwierig  zu  er- 
klären, da  es  uns  nicht  möglich  war,  die  Existenz  irgendeiner 
Ladung  der  dispersen  Teilchen  nachzuweisen  (vgl.  Tabelle  XXX).  Die 
Lösung  von  denaturiertem  Eiereiweiß  durch  CaCL  ist  gleichfalls 
anormal,  in  Hinsicht  darauf,  daß  mit  La(N03)3  keine  Dispergierung 
erhalten  werden  konnte,  das  ja  nach  allen  Analogien  zu  schließen, 
die  stärkere  Wirkung  haben  sollte.  Bei  der  Dispersion  durch  CaCL 
war  die  hierzu  erforderliche  Elektrolytkonzentration  zu  groß,  um  irgend- 
eine befriedigende  Beobachtung  der  elektrischen  Ladung  zu  gestatten. 
Für  den  Fall  des  Eiereiweißes  und  Natriumzitrates  konnte  doch  eine 
Umkehr  der  Ladung  nachgewiesen  werden.  Die  Teilchen  wurden  vorher 
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in  saurer  Lösung  dispergiert,  wobei  ihre  Ladung  eine  positive  war; 
Zusatz  von  Natriumzitrat  bewirkte  zunächst  Fällung;  bei  Erhöhung 
der  Salzkonzentration  erfolgte  abermalige  Dispergierung  der  Teilchen, 
die  sich  dann  als  negativ  geladen  erwiesen  (vgl.  Tabelle  XXIX). 


Tabelle  XXXIII 

Einfluß  von  Na2S04  auf  die  Ladung  und  Agglutination  der  Teilchen 
des  denaturierten  Serumeiweißes  und  auf  die  Wasserstoffionenkonzen- 
tration der  Lösung. 


Versuch 

Zu- 

gesetztes 

Salz 

Salzkonzen- 
tration in 
Normalitäten 

Anzahl  der  im 
Gesamtvolum 
von  10  ccm 
enthaltenen 
ccmn  100HC1 
(oder  äquiv.) 

H+- Ionenkonzen- 
tration in 
Normalitäten 

Vorzeichen  der 
Teilchenladung 

• 

Grad 

der 

Agglutination 

1 

— 

— 

0,1 

1 0-M2  n 
(3,77  x 1 0‘7  n) 

... 

teilweise 

Agglutination 

2 

0,15 

1 0"ö,23  n 
(5,86  x 10'7n) 

* ' * 

fast  vollständige 
Agglutination 

3 

0,20 

10-4-51  n 
(310xl0-7n) 

* * * 

vollständige 

Agglutination 

4 

— 

— 

0,50 

• . . 

+ 

dispergiert 

5 

0,70 

1 0-3,24  n 

(5780 x IO*7 n) 

+ 

*» 

6 

Na2  S ü4 

0,03 

0,30 

1 0"5,45  n 
(352  X 10-7  n) 

... 

fast  vollständige 
Agglutination 

7 

n 

0,07 

0,70 

IO"4’01  n 
(970 x IO-7 n) 

dispergiert 

Worin  die  Ursache  dieser  Extratendenz,  die  Teilchen  von  Serumeiweiß 
zu  überladen,  liegt,  konnten  wir  nicht  bestimmen.  Es  ist  möglich,  daß  die 
Ladung  der  Teilchen  gering  ist  und  daher  leicht  ein  Ueberausgleich  erfolgt, 
oder  daß  nur  eine  geringe  Ladung  nötig  ist,  die  dispersen  Teilchen 
voneinander  getrennt  zu  halten.  Anderseits  könnte  auch  die  Fähigkeit, 
Ionen  zu  adsorbieren,  beim  Serumeiweiß  größer  als  beim  Eiereiweiß  sein. 

Die  Empfindlichkeit  der  Agglutinierung  kleinen  Aenderungen 
in  Reaktion  und  Salzgehalt  gegenüber  erklärt  es,  warum  es  so 
schwierig  ist,  das  Serumalbumin  durch  Erhitzen  gänzlich  aus  seiner 
Lösung  zu  entfernen.  Es  ist  praktisch  undurchführbar,  die  Reaktion 
so  zu  regulieren,  daß  das  ganze  Eiweiß  ausfällt.  Das  Auffinden  von  mehr 
oder  weniger  nichtkoaguliertem  Serum  in  derartigen  Lösungen  durch 
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C.  Chabrie  (1891)  und  W.  D.  Howell  (1906)  kann  ohne  Zweifel  in 
dieser  Weise  erklärt  werden. 

c)  Einfluß  der  Temperatur. 

Pferdeserum.  Es  kam  dieselbe  Lösung  von  denaturiertem 
Serum  wie  bei  den  Versuchen  zur  Erforschung  der  Salzwirkungen  (vgl. 
Tabelle  XXV  und  XXVI)  zur  Anwendung.  Als  geeignetes  Unter- 
suchungsmaterial, d.  h.  ein  solches,  welches  bei  Zimmertemperatur  nicht 
agglutinierte,  sondern  erst  bei  einer  höheren  Temperatur,  so  daß  die 
Geschwindigkeit  bequem  untersucht  werden  konnte,  hat  sich  das  folgende 
erwiesen:  eine  3,3 prozentige  Suspension  von  denaturiertem,  dialysiertem 
Pferdeserum,  welche  in  100  ccm  beim  Versuch  1 3,7  ccm  n/TO  Essig- 
säure und  1 g NaCl,  beim  Versuch  2 4,4  ccm  n/10  Essigsäure  und 
0,5  g (NH4)2S04  enthielt.  Die  mit  diesen  Mischungen  gefüllten  Röhren 
wurden  im  Thermostaten  verschiedenen  konstanten  Temperaturen  aus- 
gesetzt und  nun  die  Denaturierungsgeschwindigkeit  mittels  Beobach- 
tungen der  Zeiten  bestimmt,  die  bis  zum  Erscheinen  sichtbarer  Teil- 
chen verflossen. 

Die  Ergebnisse  der  Versuche  1 und  2 finden  sich  in  Tabelle 
XXXIV  und  XXXV  zusammengestellt  und  zeigen,  daß  eine  kritische 
Temperatur  existiert,  unterhalb  welcher  keine  oder  eine  so  langsame 
Agglutination  stattfindet,  daß  sie  für  unsere  Zwecke  vernachlässigt 
werden  kann.  Unmittelbar  über  diesen  Punkt  übt  die  Temperatur 
eine  sehr  große  Wirkung  auf  die  Agglutinationsgeschwindigkeit  aus; 
bei  weiterem  Ansteigen  der  Temperatur  wird  der  Einfluß  einer  be- 
stimmten Temperaturerhöhung  allmählich  geringer  und  geringer,  bis 
bei  einer  vom  kritischen  Punkte  weit  entfernten  Temperatur  (um  30' 
bis  40°  C)  die  Wirkung  eine  konstante  wird  und  der  Temperatur- 
koeffizient bei  einem  Werte  von  2,5  pro  10°  stehen  bleibt.  Dies  ist 
graphisch  in  Fig.  1 4 dargestellt,  wo  die  Logarithmen ')  der  Agglutinierungs- 
geschwindigkeit  (gemessen  durch  die  reziproken  Werte  der  Zeit  in 
Minuten,  die  bis  zum  Auftreten  sichtbarer  Teilchen  verfloß)  als 
Funktionen  der  Temperatur  aufgetragen  sind.  In  der  Nähe  des 
kritischen  Punktes  steigen  die  Kurven  (a  = Versuch  1,  b = Versuch  2) 
steil  an;  über  60°  C zeigen  die  Kurven  das  Bestreben,  sich  einer 
geraden  Linie  zu  nähern,  ein  Zeichen,  daß  die  1 emperaturwirkung 
an  diesem  Punkte  eine  beständige  wird. 

i)  Es  wurden  deshalb  die  Logarithmen  verwendet,  da  die  Wirkung  in  der 
Gegend  des  kritischen  Punktes  so  stark  ist,  daß  die  Zahlen  nur  auf  einen  kleinen 
Maßstab  gesetzt  werden  konnten. 
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Tabelle  XXXIV 

Versuch  1.  Suspension  von  3,3  prozentigem  denaturierten  und  dia- 
lysierten  Serum,  welche  in  100  ccm  3,7  ccm  n/10  Essigsäure  und 

1 Proz.  Na  CI  enthält. 


cL 

E 

<L> 

E-1 

°c 

Zeit,  welche  bis 
zum  Sichtbarwerden 
der  Teilchen  verfließt 
in  Minuten 
= t 

Agglu- 
tinierungsge- 
schwindigkeit 
gemessen 
durch  1/t 

Erhöhung  der 

Agglutinierungsgeschwindig- 
keit  für  einen  Temperatur- 
anstieg von  10°  C 

43 

780 

0,001 

45 

390 

0,003 

47 

180 

0,006 

51 

36 

0,03 

61 

6 

0,17  \ 

...  3,7 

71 

1,62 

o,6i  n 

...  2,5 

81 

0,65 

1.54  n„. 

...  2,6 

91 

0,25 

4,0  \ 

Tabelle  XXXV 

Versuch  2.  Suspension  von  3,3  prozentigem  denaturierten  und  dia- 
lysierten  Serum,  welches  in  100  ccm  4,4  ccm  n/10  Essigsäure 
und  0,5  Proz.  (NH2)4S04  enthält. 


d 

E 

CI 

E— 

°c 

Zeit,  welche  bis 
zum  Sichtbarwerden 
der  Teilchen  verfließt 
in  Minuten 
= t 

Agglu- 
tinierungsge- 
schwindigkeit 
gemessen 
durch  J/t 

37 

>360  und  < 1 020 

40 

67 

0,015 

43 

14 

0,071 

50 

4,2 

0,23 

60 

0,58 

1,72) 

63,5 

0,33 

3,00  i ... 

70 

0,25 

4,00  | 1 

80 

0,125 

8,00  /■■■ 

Erhöhung  der 

Agglutinierungsgeschwindig- 
keit  für  einen  Temperatur- 
anstieg von  10°  C 


...  2,3 

...  2,0 


Da  kein  Grund  zur  Annahme  vorhanden  ist,  daß  die  Temperatur 
sowohl  die  Oberflächenspannung  zwischen  Flüssigkeit  und  Teilchen 
wie  die  Ladung  der  Teilchen  erheblich  modifiziert,  so  scheint  uns  die 
olgende  Erklärung  diesen  Tatsachen  gerecht  zu  werden.  Die  Ober- 
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flächenenergie,  welche  zur  Aggregation  führt,  kommt  erst  zur  Geltung, 
wenn  die  Teilchen  nahe  nebeneinander  zu  stehen  kommen.  In  diese 
notwendige  enge  Beziehung  zueinander  werden  die  Teilchen  entweder 
durch  ihre  eigene  Bewegung  oder  die  Bewegung  der  Flüssigkeit  ge- 
bracht. Von  diesen  Faktoren  ist  aber  der  erste,  die  Brown’sche 
Bewegung,  bei  solchen  kleinen  Teilchen  wohl  der  wichtigste.  Wenn  die 
Teilchen  eine  elektrische  Ladung  führen,  so  wird  die  Geschwindigkeit  ihrer 
Bewegung  herabgesetzt,  sobald  sie  in  das  Wirkungsbereich  der  abstoßenden 


Wirkung  der  Temperatur  auf  die  Agglutinierung  von  denaturiertem,  verdünnten 
(3,3  Proz.)  Serum,  welches  enthält:  a)  1,0  g NaCl  und  3,7  ccm  n/10  Essig- 
säure in  100  ccm.  b)  0,5  g (NH4)2S04  und  4,4  ccm  n/10  Essigsäure  in  100  ccm. 
Ordinate  = log40(Agglutinationsgeschwindigkeitx  103)  (vgl.  Tab.  XXXIVu.  XXXV). 

Abszisse  = Temperatur  in  Zentigraden. 

elektrischen  Kräfte  kommen;  wenn  das  Kraftmoment  nicht  derart  ist, 
daß  diese  Abstoßung  überwunden  werden  kann,  so  kommen  die 
Teilchen  niemals  so  nahe  aneinander,  als  daß  sich  eine  Wirkung 
der  Oberflächenenergie  äußern  könnte.  Von  diesem  Gesichtspunkte 
aus  gibt  es  eine  für  die  Agglutinierung  erforderliche  „kritische  Ge- 
schwindigkeit“, und  da  die  Geschwindigkeit  der  Teilchen  eine  Funktion 
der  Temperatur  ist,  so  ist  hiermit  eine  Erklärung  für  die  oben  er- 
wähnte kritische  Temperatur  gegeben,  unter  welcher  keine  Agglutinierung 
stattfindet. 

Den  hohen  Temperaturkoeffizienten  gerade  in  der  Nähe  der 
kritischen  Temperatur  und  die  darauffolgende  Abnahme  der  Temperatur- 
wirkung erklären  wir  in  der  folgenden  Weise:  Wir  nehmen  an,  daß 
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der  Grad  der  inneren  Energie,  die  die  Eiweißteilchen  besitzen,  unter 
denselben  in  der  Weise  verteilt  ist,  als  es  in  Fig.  15  dargestellt  ist; 
diese  Kurve  stellt  die  normale  Häufigkeitskurve  dar.  Wir  nehmen  an, 
die  Kurve  I drücke  die  Verteilung  des  Kraftmomentes  unter  den 
Teilchen  bei  einer  Temperatur  tj  aus;  wenn  A und  B irgend  zwei 
Werte  dieser  inneren  Energien  ausdrücken,  so  stellt  das  Volum  des 
Flächenstückes  Aa  bB  verglichen  mit  der  von  Kurve  und  Grundlinie 
gebildeten  Fläche  das  Verhältnis  der  Teilchen  vor,  deren  Energie 
größer  als  A und  kleiner  als  B ist.  Wenn  nun  C das  kritische 
Moment  darstellt,  welches  die  Geschwindigkeit  genügend  erhöht,  um 
die  Abstoßungskräfte  zwischen  den  Teilchen  zu  überwinden,  so  sehen 
wir,  daß  bei  der  Temperatur  t:  die  betreffende  Lösung  praktisch  keine 
Teilchen  besitzt,  die  diese  erforderliche  Energie  besitzen.  Eine 
Agglutinierung  findet  daher  nur  mit  äußerster  Langsamkeit  statt. 

Steigt  aber  die  Temperatur,  so  vergrößert  sich  der  mittlere  Wert 
der  Teilchenenergie  und  die  Verteilungskurve  verschiebt  sich,  ohne 
ihre  Form  zu  ändern,  nach  rechts.  Nehmen  wir  an,  daß  Kurve  II 
die  Häufigkeitskurve  bei  einer  höheren  Temperatur  t2  sei.  Bei  dieser 
Temperatur  ist  die  Anzahl  N der  Teilchen,  deren  Geschwindigkeit 
größer  als  die  kritische  ist  und  die  uns  durch  das  Flächenstück  CcD 
angezeigt  wird,  ziemlich  bedeutend  und  die  Agglutinierung  kann 
eintreten. 


Fig.  15 

Darstellung  der  Verteilung  der  kinetischen  Energie  unter  den  Eiweißteilchen 
in  kolloider  Lösung  bei  verschiedenen  Temperaturen. 

Ordinate  = Anzahl  der  Teilchen,  welche  die  der  Abszisse  entsprechenden  Werte 
von  kinetischer  Energie  aufweisen. 

Ein  weiterer  Temperaturanstieg  von  diesem  Punkte  aufwärts  ver- 
ursacht ein  unverhältnismäßiges  Anwachsen  des  Wertes  von  N,  da 
schon  eine  geringe  Temperaturzunahme,  welche  eine  geringe  Verschie- 
bung der  ganzen  Kurve  nach  rechts  bedingt,  eine  relativ  große  Aenderung 
des  Flachenstückes  CcD,  das  uns  den  Wert  N vorstellt,  bewirkt.  In 
der  Tfemperaturzone,  die  unmittelbar  über  dem  kritischen  Punkte  liegt 
erscheint  daher  die  Wirkung  der  Temperatur  stark  erhöht. 
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Bei  noch  höheren  Temperaturen  hingegen,  wo  der  Gipfel  der  Kurve 
die  Normale  C schon  passiert  hat,  besitzt  die  Mehrzahl  der  Teilchen 
schon  ein  höheres  Moment  als  das  kritische,  bis  schließlich  bei  Tem- 
peraturen, wo  alle  Teilchen  eine  Geschwindigkeit  besitzen,  die  größer 
als  die  „kritische  Geschwindigkeit“  ist,  die  Wirkung  der  Temperatur 
bloß  den  Mittelwert  der  Teilchenenergie  vergrößert  und  so  auf  den 
gewöhnlichen  Wert  herabsinkt. 


Zusammenfassung  des  III.  Teils. 

1-  Wie  W.  B.  Hardy,  L.  Michaelis  und  andere  gezeigt  haben, 
beruht  die  Dispergierung  von  denaturiertem  Eiweiß  durch  geringe 
Mengen  von  Säure  oder  Alkali  auf  der  den  Teilchen  erteilten  Ladung. 
Wird  diese  elektrische  Ladung  neutralisiert  und  das  Eiweiß  mit  der 
Lösung  isoelektrisch,  so  erfolgt  Agglutinierung. 

2.  Gleich  anderen  Beobachtern  finden  wir,  daß  die  Reaktion  der 
Lösung  der  Hauptfaktor  ist,  welche  den  Grad  der  Agglutination  von 
denaturiertem  Eiweiß  entscheidet. 

3.  Das  Aziditätsoptimum  für  die  Fällung  bei  Abwesenheit  von 
Elektrolyten  liegt  bei  denaturiertem  Eiweiß  ungefähr  bei  einer  H"^' 
Ionenkonzentration  von  3xl0'6n,  welche  Zahl  in  Uebereinstimmung 
mit  jener  ist,  welche  L.  Michaelis  und  P.  R o n a für  den  isoelektrischen 
Punkt  des  Serumalbumins  gefunden  haben. 

4.  Die  Agglutination  wird  durch  die  Gegenwart  von  Neutralsalzen 
sehr  beeinflußt.  Ihre  Wirkung  ist  eine  zweifache: 

a)  Aenderung  der  Reaktion  eiweißhaltiger  Lösungen.  Die  Kon- 
zentration der  Wasserstoffionen  wird  in  saurer  Lösung  und  die  der 
Hydroxylionen  in  alkalischer  Lösung  herabgesetzt. 

b)  Neutralisation  der  elektrischen  Ladung  der  Eiweißteilchen, 
wenn  die  Ladung  derselben  jener  des  stärkeren  Ions  des  zugefügten 
Salzes  entgegengesetzt  ist. 

5.  Beim  Eiklar  wird  die  Agglutination  des  denaturierten  Eiweißes 
durch  Elektrolytzusatz  gefördert  und  das  Bereich  der  H^~- Ionenkonzen- 
tration, in  welchem  noch  Agglutination  erfolgt,  vergrößert. 

6.  Beim  Serumeiweiß  erhält  man  nur  dann  ein  ähnliches  Ergebnis, 
wenn  die  Salze  in  sehr  niedrigen  Konzentrationen  vorhanden  sind : 
bei  Anwesenheit  etwas  größerer  Elektrolytkonzentrationen  wird  die 
Agglutination  gehemmt,  wenn  nicht  gänzlich  verhindert. 
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7.  Die  Ursache  der  Dispersion  durch  Salze  scheint  in  der  Ad- 
sorption der  Ionen  durch  die  denaturierten  Teilchen  gelegen  zu  sein. 

Ist  die  Ladung  des  stärkeren  Ions  der  Teilchen  - Ladung  entgegen- 
gesetzt, so  werden  diese  zuerst  entladen,  um  sich  dann  im  entgegen- 
gesetzten Sinne  wie  vorhin  wieder  aufzuladen.  Die  Wirkung  wächst 
mit  der  Zunahme  der  Wertigkeit. 

Denaturiertes  Serumeiweiß  wird  leicht  durch  Elektrolyte  dis- 
pergiert, beim  Eieralbumin  konnte  eine  mit  Ladungsumkehr  ver- 
bundene Dispergierung  nur  nach  Zusatz  von  Natriumzitrat  gefunden 
werden. 

Im  Falle  der  Dispersion  zweiwertiger  Kationen  wie  Ca^  war 

es  uns  unmöglich,  irgendeine  Ladung  der  dispersen  Teilchen  nach- 

zuweisen. 

8.  Für  jede  denaturiertes  Eiweiß  enthaltende  Lösung  gibt  es 
eine  von  der  Reaktion,  sowie  der  Konzentration  des  Eiweißes  und 
der  Elektrolyten  abhängige  kritische  Temperatur,  unterhalb  welcher 
keine  Agglutination  stattfindet. 

9.  Unmittelbar  über  diesem  Punkte  hat  ein  Anstieg  der  Tem- 
peratur eine  sehr  ausgeprägte  Wirkung  auf  die  Agglutinierungs- 
geschwindigkeit;  dieser  Einfluß  wird  jedoch  kleiner  und  kleiner,  bis 
bei  weit  über  der  kritischen  Temperatur  gelegenen  Temperaturen  die 
Wirkung  *eine  gleichbleibende  wird  und  die  Agglutinationsgeschwindig- 
keit für  einen  Temperaturanstig  von  10°  um  das  2 — 5 fache  ver- 
größert wird. 


IV.  Teil. 

Allgemeine  Zusammenfassung  und  Schlußfolgerungen. 

Eine  Zusammenfassung  der  wichtigsten  Ergebnisse  ist  am  Ende 
jeden  Abschnittes  gegeben  worden,  so  daß  es  nur  noch  erübrigt,  die 
Hauptschlußfolgerungen  und  deren  Bedeutung  festzustellen. 

Unsere  angeführten  Versuche  bilden  eine  vollständige  Recht- 
fertigung der  Schlußfolgerungen,  zu  welchen  W.  B.  Hardy  (1899) 
kam,  daß  nämlich  die  Hitzekoagulation  zwei  unterschiedliche  Prozesse 
umfaßt,  nämlich  1.  Denaturierung,  2.  darauffolgende  Fällung  des 
veränderten  Eiweißes. 

Die  Denaturierung  erfolgt  durch  ein  Zusammenwirken  von  Eiweiß 
und  Wasser;  ob  dies  aber  durch  Hydratation  oder  Dehydratation, 
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Kondensation  oder  Spaltung  des  Moleküls  geschieht,  konnten  wir 
nicht  entscheiden.  Wir  versuchten  eine  hydrolytische  Spaltung  nach- 
zuweisen, indem  wir  nach  der  Einwirkung  des  heißen  Wassers  mit  Hilfe 
der  Sörensen’schen  Formoltitration  (1909)  die  titrierbaren  Karboxyl- 
gruppen  bestimmten  und  nachsahen,  ob  eine  Vermehrung  derselben 
stattgefunden  hatte.  Bei  Lösungen  von  kristallinischem  Eieralbumin 
und  gereinigtem  Pseudoglobulin  des  Pferdeserums  konnten  wir  nach 
zweistündigem  Erhitzen  auf  100°  in  Gegenwart  von  einer  zur  Verhin- 
derung des  Ausfallens  genügenden  Alkalimenge  keine  Hydrolyse  nach- 
weisen.  Andererseits  scheint  ein  Aufschließen  der  Amino-  und  Karboxyl- 
gruppen  infolge  Laktamidbildung  bei  gleichzeitiger  Wasserabspaltung 
unwahrscheinlich  zu  sein,  da  auch  in  diesem  Falle  eine  Aenderung 
der  titrierbaren  Karboxylgruppen  nach  Behandlung  mit  Formaldehyd 
nachweisbar  sein  müßte,  wovon  wir  aber  nichts  bemerken  konnten. 

Abgesehen  von  dem  Verlust  der  physiologischen  Eigenschaften 
besteht  der  einzige  auffallende  Unterschied  zwischen  denaturiertem 
und  genuinem  Eiweiß  darin,  daß  während  vor  der  Denaturierung  das 
Albumin,  auch  wenn  die  Teilchen  isoelektrisch  gemacht  worden  waren, 
in  kolloider  Lösung  bleibt,  dies  nachher  von  der  elektrischen  Ladung 
der  Teilchen  abhängig  ist.  In  alkalischer  und  sehr  schwach  saurer 
Lösung  sind  die  Teilchen  negativ,  in  saurer  Lösung  positiv^ geladen ; 
der  isoelektrische  Punkt,  in  welchem  Fällung  erfolgt,  liegt  bei  Ab- 
wesenheit von  Neutralsalz  bei  einer  Wasserstoffionenkonzentration 
von  ca.  3xl0’6  normal. 

Der  Denaturierungsvorgang  der  beiden  untersuchten  Eiweißkörper 
(Hämoglobin  und  Eieralbumin)  verläuft  als  Reaktion  „erster  Ordnung', 
wenn  Sorge  dafür  getragen  wird,  die  H+- Ionenkonzentration  während 
des  ganzen  Vorganges  konstant  zu  erhalten.  Die  Reaktionsgeschwindig- 
keit ist  gegenüber  Aenderungen  in  der  H"1"- Ionenkonzentration  sehr 
empfindlich ; die  Empfindlichkeit  gegenüber  Neutralsalzen  ist  geringer. 
Das  Minimum  der  Geschwindigkeit  liegt  in  der  Nähe  des  Neutral- 
punktes, jedoch  ist  die  Wirkung  der  Azidität  stärker  als  die  der 
Basizität.  Die  Denaturierung  hat  einen  abnorm  hohen  Temperatur- 
koeffizienten; er  beträgt  für  einen  Temperaturanstieg  von  10°  für  das 
Hämoglobin  ca.  14,  für  das  Eieralbumin  635.  Dies  erklärt  die  bis 
jetzt  allgemein  verbreitete  Ansicht,  daß  die  Koagulation  der  Eiweiß- 
körper nur  bei  oder  über  einer  bestimmten  Temperatur  erfolgt.  Die 
Wirkung  der  Temperatur  auf  die  Koagulationsgeschwindigkeit  ist  in 
Uebereinstimmung  mit  den  Gesetzen  von  Sv.  Arrhenius  und  van  t Hoff. 
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Die  Denaturierungsgeschwindigkeit  ist  von  Temperatur,  Wasser- 
stoffionenkonzentration und  Salzgehalt  abhängig;  solange  aber  nicht 
eine  bestimmte  Temperatur  erreicht  ist,  verläuft  die  Reaktion  mit  so 
geringer  Geschwindigkeit,  daß  sie  ganz  unbemerkbar  ist.  Unter  ge- 
eigneten Bedingungen  konnten  wir  schon  bei  37°  C eine  Dena- 
turierung beobachten. 

Auf  die  Denaturierung  folgt  nur  dann  Fällung  der  denaturierten 
Teilchen,  wenn  diese  nahezu  isoelektrisch  sind.  Da  der  isoelektrische 
Punkt  auf  der  sauren  Seite  des  Neutralpunktes  liegt,  so  erfolgt  die 
Agglutination  am  besten  in  sauren  Lösungen.  In  einer  Lösung, 
deren  Reaktion  weit  entfernt  von  diesem  isoelektrischen  Punkte  ist, 
bildet  sich  beim  Erhitzen  kein  Niederschlag.  Wenn  z.  B.  eine  Mischung 
von  gleichen  Teilen  Wasser  und  Serum  in  seiner  natürlichen  Reaktion 
auf  56°  erhitzt  wird,  so  steigt  die  Viskosität  an  und  das  ganze  ver- 
wandelt sich  schließlich  in  ein  irreversibles  Gel.  Das  ganze  bereits 
denaturierte  Eiweiß  kann  zu  jeder  beliebigen  Zeit  des  Vorganges 
durch  Verdünnen  und  Einstellen  der  Reaktion  auf  den  isoelektrischen 
Punkt  ausgefällt  werden. 

Die  Fällung  oder  Agglutinierung  ist  gleichfalls  gegenüber  kleinen 
Mengen  von  Neutralsalzen  außerordentlich  empfindlich.  Selbst  wenn 
die  Reaktion  weit  entfernt  vom  isoelektrischen  Punkte  ist,  können  die 
Teilchen  durch  Neutralsalz  entladen  und  zur  Fällung  gebracht  werden. 
Die  Wirkung  der  Elektrolyte  ist  ungemein  vergrößert,  wenn  dieselben 
mehrwertige  Anionen  bzw.  Kationen  enthalten ; die  ersteren  sind 
wirksam  in  saurer,  die  letzteren  in  alkalischer  Lösung.  Ueberladung 
und  Wiederlösung  kann  durch  einen  Ueberschuß  von  mehrwertigen 
Ionen  leicht  erreicht  werden ; diese  Erscheinungen  sind  jenen  analog, 
welche  bei  den  Lösungen  anorganischer  Kolloide  beobachtet  werden 
können. 
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